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A. Einleitung 

Zum Verstandnis der besonderen Higentiimlichkeiten der meiotischen 
Kernteilungen erweist sich immer mehr das Studium der friihen Stadien 
als entscheidend. Bereits tiber das Pachytin, das markanteste und meist 
studierte Stadium meiotischer Prophasen, sind vieifach Entscheidungen 
unerlaBlich, die allein aus der Einsicht in diese friihen Zustinde ge- 
wonnen werden kénnen. So ist beispielsweise die Art der Spiralisation, 
der Modus der Paarung, die Entstehungsweise von Chiasmen, die reale 
oder scheinbare Chromosomenverkiirzung, sowie die Natur der Chromo- 
meren noch durchaus problematisch, obwohl es iiber manche dieser 
Phanomene héochst festgefiigte Meinungen gibt. Es scheint uns darum 
angezeigt, unsere bisherigen Studien der friihen Stadien der Meiosis von 
Bellevalia (OEHLKERS und EBERLE 1957), sowie Paeonia (EBERLE 1957) 
noch durch die Ergebnisse an einem weiteren giinstigen Objekt zu 
erginzen und sodann unsere neu gewonnenen Ansichten in der Diskus- 
sion zundchst einmal vorlaiufig abschlieBend zusammenzufassen. 

Zugleich fiigen wir dieser Arbeit eine Liste der wesentlichsten Literatur an, 


obwohl wir im Text nicht alle Arbeiten zitieren, um auch in dieser Hinsicht. zu 
einem einstweiligen Abschlu8 zu kommen. 


B. Material und Methode 

Untersucht wurden die 3 Gonotokonten (PMZ) von Aloe eru BERGER, einer zu 
den Liliaceen gehérigen aus Erythraa stammenden Sukkulenten, die im Kakteen- 
pavillon der Freiburger Gewachshauser gehalten wird. Deren haploide Chromo- 
somenzahl wurde mit n=7 bestimmt. Die Antheren wurden freiprapariert und 
in einer 0,5%igen Orceinlésung in Carnoy 3:1 simultan fixiert und gefarbt. Diese 
Methode hat den besonderen Vorteil, daB laufend Frischmaterial sofort verarbeitet 
werden kann, weil bereits nach wenigen Stunden eine Untersuchung mit Hilfe der 
Phasenkontrasteinrichtung (Zeiss-Opton, W-Stativ) méglich ist. Zudem versorgen 
die umfangreichen Infloreszenzen einer groBen Pflanze den Interessenten auf lange 
Zeit hinaus mit neuen Knospen. Samtliche Aufnahmen wurden mit Platten auf 
dem groBen Stativ von Zeiss angefertigt. 


* Herrn Professor Dr. F. OzHiKERS danke ich fiir sein forderndes Interesse 
bei der Fertigstellung der Arbeit. — Fiir die anna beniitzte ich ein 
Mikroskop der Deutschen Forschungsgemei 
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C. Empirischer Teil 
Die prameiotischen Ruhekerne von Aloe sind im Verhaltnis zu Belle- 
valia und Paeonia ungewoéhnlich groB und besitzen ebenfalls fadige 
Struktur. Die Chromosomen lassen im Ruhekern hinsichtlich ihrer Dicke 
und Anfarbbarkeit ahnlich wie bei Paeonia starke Strukturunterschiede 
erkennen; sie liegen dicht gedriingt in lockeren Spiralen im Kernraum. 
Wir. beginnen mit der genauen Beschreibung eines Kernes, dessen 





Abb. 1. Beginn der meiotischen Prophase. Liangsgliederung der Chromosomen in dicke 
heterochromatische und diinne euchromatische Segmente. Geringe und lockere Spiralisation 
(Orcein-Carnoy; Phako 2000:1) 


Volumen sich infolge der beginnenden Prophase ein wenig vergréBert hat, 
so da seine Chromosomen durch die damit gegebene geringe Auf- 
lockerung der Betrachtung zuganglicher sind (Abb. 1). Es sind nicht nur 
Differenzen hinsichtlich der Farbbarkeit am Chromosom zu erkennen, 
sondern die dunkel gefairbten Segmente sind auch wesentlich dicker als 
jene Abschnitte schwacherer Tinktion. Wir stellen die starker firbbaren 
Abschnitte als ,,heterochromatische“ den ,,euchromatischen‘‘, schwacher 
gefirbten Chromosomenanteilen gegeniiber. Die Verteilung der ver- 
schieden strukturierten Chromosomensegmente erscheint iiber den 
gesamten Kernraum hinweg ziemlich gleichmaBig. 


Die als lockere Spiralen erkennbaren Chromosomen sind haufig so gegen- 
einander gelagert, daB bei gleichgestalteten Segmenten der Eindruck einer Paarung 
erweckt wird. Wir halten diese Lage fiir zufallig, bedingt durch den engen Kernraum 
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und sehen keinen Grund dafiir, daB es sich um homologe Segmente handeln muB, 
weil es von jeglichem Ausma8 der einzelnen Segmente — rein morphologisch 
betrachtet — auf allen Chromosomen eine betrachtliche Anzahl gibt. 

Im folgenden Stadium des Leptotéins (Abb. 2) ist die Struktur der 
Chromosomen einem Studium am besten zuginglich; die Chromosomen 
haben durch Auflésung der Reliktspiralen des Ruhekerns die weitest- 
gehende Entspiralisierung erfahren. Sie zeigen eine Langsgliederung in 





Abb. 2. Leptotin. Maximale Streckung der Chromosomen; deren Lingsgliederung ist sehr 
deutlich (Orcein-Carnoy; Phako 2000:1) 


stark farbbare und dicke Abschnitte, sowie in diinnere und gleichzeitig 
schwicher fairbbare Segmente. An mehreren Stellen der Abb. 2 wird 
deutlich, daB die einzelnen Chromosomensegmente recht verschiedene 


Ausdehnung besitzen kénnen. 

Mancherorts ist ebenso wie in Abb. 1 eine réumliche Annaéherung gleichgestal- 
teter Chromosomenabschnitte gegeben; ob es sich dabei aber um homologe Seg- 
mente handelt, kann auch hier nicht entschieden werden, weil die iibersehbaren 
Stiicke zu kurz sind. Sicherlich kénnte man auch noch mehr von der Vielfalt des 
Chromosomenbaues erkennen, wenn es mdglich ware, die Kerne so zu praparieren, 
daB auch die in dem dichten und umfangreichen Chromosomengewirr liegenden 
Segmente sichtbar wiirden. So ist es wahrscheinlich, daB gréBere, stark ausgepragte 
heterochromatische Chromosomenabschnitte der intensiven Farbung nach darin 
liegen. Das wird in den fogenden Abschnitten des Leptotans und Zygotins deut- 
licher. Die wahrend des Leptotans einsetzende Spiralisation laBt die auBer- 
ordentlich groBen Kerne iibersichtlicher erscheinen. 

39* 
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Die als feine Wellung der Chromosomen entstehende meiotische 
Spiralisation laBt sich vielfach an den éuBeren Kernregionen gut sichtbar 





Abb. 3. Beginnende Spiralisation im Leptotan. Durch die eigenartige geringe Wellung 
der Chromosomen werden runde kugelige Gebilde vorgetéiuscht (Orcein-Carnoy; Phako 
2000:1) 





Abb. 4. Weitere Zunahme der Spiralisation im Leptotian (Orcein-Carnoy; Phako 2000:1) 


machen (Abb. 3 und 4). Es sind meist mit wenig Heterochromatin ver- 
sehene Abschnitte. Jedoch sieht man auch in jeglicher sonstiger Kern- 
region eine relativ gleichmaBige Spiralisation, die sowohl die hetero- 
chromatischen als auch eurochromatischen Abschnitte umfaBt; in 
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Chromosomenabschnitten mit besonders viel Heterochromatin sind die 
Spiralen gréBer als in solchen mit geringeren Mengen. Je stdrker die 
Heterochromasie eines Chromosomenabschnities ist, um so friihzeitiger erfolgt 
also dessen Spiralisation! Von einem bestimmten Spiralisationsgrad an 
entsteht dabei vielfach das Bild von runden kugeligen Gebilden. 

Im so spiralisierten Zustand beginnt ebenso wie bei Bellevalia und 
Paeonia die Paarung der Homologen (Abb. 5). Die Bivalente sind also 


Abb. 5. Zygotaén. Die Chromosomenpaarung erfolgt im spiralisierten Zustande. Gepaarte 
und ungepaarte Chromosomen erkennbar (Orcein-Carnoy; Phako 2000:1) 


Anorthospiralen; ihre freie Trennbarkeit in der spiten Prophase wird 
durch die zeitliche Differenz hinsichtlich der Anlage der Spiralen und dem 
Beginn der Paarung in den friihen Prophasestadien von vornherein 
gewahrleistet. 

Leider ist bei Beginn der Chromosomenpaarung das Chromosomengewitr zu 
uniibersichtlich, um Aussagen dariiber machen zu kénnen, ob sich bestimmte Ab- 
schnitte darin zeitlich unterschiedlich verhalten. Es diirften solche Differenzen 
wohl nie leicht feststellbar sein, weil die Ausbildung heterochromatischer Segmente 
bei Aloe in allen Chromosomenabschnitten so zahlreich ist, daB trotz des in manchen 
Chromosomenteilen besonders starken Heterochromatingehaltes derartige Unter- 
schiede nicht ins Auge fallen wiirden. (Abb. 5 zeigt gepaarte und ungepaarte 
Chromosomen.) 

Die Spiralisation nimmt auch wahrend der Paarung weiterhin zu, so 
daB im Pachytinstadium bereits stark kontrahierte Chromosomen 
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vorliegen. Im wesentlichen ist diese Kontraktion durch eine Zunahme 
des Spiraldurchmessers und eine Abnahme der Ganghdhe bedingt. Die 
GroBenzunahme der heterochromatischen Segmente kénnte eine lineare 
Kontraktion der euchromatischen Abschnitte vortéuschen (vgl. BRown 
1949). Die Abb. 6 veranschaulicht besonders sch6n in einem durch die 





Abb. 6. Pachytéin. Der Spiraldurchmesser hat gegeniiber friiheren Stadien deutlich 

zugenommen. Die hetero- und euchromatischen Segmente der gepaarten Chromosomen 

sind in die Spirale mit einbezogen. Besonders starke blockartige heterochromatische 
‘ Segmente am Satellitenchromosom (Orcein-Carnoy; Phako 2000:1) 


Praparation kaum veranderten Pachytiankern die starke durch die Auf- 
spiralisation bedingte scheinbare Chromosomenverkiirzung, welche simt- 
liche Chromosomenanteile umfaBt. In den vorderen Regionen des SAT- 
Chromosomenpaares (Abb. 6 oben) liegen besonders dicke blockartige 
heterochromatische Segmente, welche offensichtlich nur mit Mihe in 
eine Spirale umgebogen werden kénnen. Dies wird insbesondere an der 
exakten Parallellage der Segmente deutlich; die dazwischenliegenden 
euchromatischen Abschnitte sind ebenso angeordnet (vgl. EBERLE 1956, 
S. 304). 

Bereits fiir das Leptotan wurde berichtet, wie durch Spiralisation das Bild von 
Chromomeren entstehen kann, sofern man darunter stark farbbare, sich von der 
Umgebung abhebende kugelige Gebilde verstehen will. In einigen giinstigen Stellen 
von Pachytankernen lassen sich hierfiir ebenfalls in beliebiger Anzahl weitere 
Beispiele finden. Dieser Eindruck wird durch die vermehrte Zunahme der Farb- 
barkeit und Segmentdicke in auffallendster Weise verstirkt. Abb. 7 zeigt eine 
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typische perlschnurartige Anordnung der ,,Chromomeren‘*. An der mit dem Pfeil 
bezeichneten Stelle wird die Natur der Chromomeren als Spiralisationseffekt eines 
heterochromatischen Segmentes erkennbar. Gleichzeitig demonstrieren andere 
Chromosomenabschnitte den verhaltnismaBig starken und verschiedenanteilig an- 
geordneten Heterochromatingehalt der Aloe-Chromosomen. Abb. 8 zeigt, wie durch 





Abb. 8. Pachytin. Artifiziell gestreckte Chromosomen lassen die reale Langsgliederung 
erkennen (Orcein-Carnoy; Phako 3000:1) 


praparatives Strecken der Chromosomen die Spiralisation aufgehoben werden kann 
und sich die wahre Natur der Chromomeren als spiralisierte Chromosomenabschnitte 
erweist. Gleichzeitig wird die Zunahme der Farbbarkeit im Verlaufe der meiotischen 
Prophase deutlich. 
D. Theoretischer Teil 
Die Verinderungen am Chromosom 
wihrend der friihen meiotischen Prophase 

Wir fassen im folgenden die Ergebnisse unserer letzten Arbeiten an Bellevalia 
(OEHLKERS und EBERLE 1957) und Paeonia (EBERLE 1957) mit den _ hier 
genannten an Aloe zusammen und wollen versuchen zu zeigen, inwiefern sie zum 
Verstindnis grundlegender Vorginge beitragen. 
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1. Die realen Verinderungen 


Eine der wesentlichsten Veranderungen, die sich an den Chromosomen wahrend 
der friihen Prophase der Meiosis abzeichnen, ist die Zunahme der Farbbarkeit. 
Da letztere an das Vorhandensein und die Aufladung von Nucleinséuren gebunden 
ist, wird daraus ersichtlich, daB nicht allein der Ruhekern Ort intensiver physio- 
logischer Umsetzungen ist; vielmehr sind die Chromosomen mindestens wahrend 
der meiotischen Vorgainge Orte wichtiger Prozesse. Dies ist um so mehr von Be- 
deutung, als Prophasechromosomen und insbesondere jene der Meiosis, auch dem 
morphologischen Studium sehr viel leichter zuganglich sind, als das bei den Ruhe- 
kernchromosomen der Fail ist. So erhalten unsere an Bellevalia, P. ia und Aloe 
gewonnenen Ergebnisse durch autoradiographische und mikrophotometrische 
Untersuchungen von TayLor und McMaster (1954), sowie Moses und TayLor 
(1955) an Liliwm und Tradescantia eine eindrucksvolle Stiitze. Wahrend wir vom 
Leptotin bis zum Pachytin eine Dickenzunahme der heterochromatischen Seg- 
mente auf das Doppelte feststellen konnten, lieferten obengenannte Autoren, auf 
vollig anderer Basis Beweise nicht nur allein dafiir, daB rege Stoffwechselvorgange 
in den Prophasechromosomen ablaufen, sondern im besonderen auch fiir die Ver- 
doppelung des DNS-Gehaltes der Kerne. Hinzuzufiigen ist noch, daB Lin (1955) 
einen RNS-Anstieg bis zum Pachytan erwahnt. Diese fiir die Meiosis geschilderten 
Befunde sind insofern auch bedeutungsvoll, als fiir den Verlauf der mitotischen 
Prophase keine DNS-Zunahme registriert wurde (s. CasPERSSON 1950; GRUNDMANN 
und MarquarpT 1953; Duncan und Woops 1953 u. a.). 

Bevor wir die Frage nach der Bildung der Chromosomenspiralen 
angehen, miissen wir uns noch mit den Begriffen Eu- und Hetero- 
chromatin befassen. Wie wir in unseren friiheren Arbeiten schon dar- 
gelegt haben, gliedern wir alle Chromosomen, auch die anscheinend 
rein euchromatischen in allein eu- und heterochromatische Anteile. 
Damit enfallt der Begriff ,,Fibrille‘‘ als eines zwischen den Chromomeren 
liegenden schwach farbbaren Chromosomensegmentes besonderer Art. 
Trifft das zu, dann werden im Zuge der Aufspiralisierung aus den eu- 
chromatischen Anteilen die ,,Fibrillen‘‘, aus den heterochromatischen die 
,,Chromomeren“. 

Eine genaue Definition der Chromatinarten wihrend der meiotischen Prophase 
zu geben, ist schwierig. Man kénnte héchstens sagen: ein heterochromatischer 
Chromosomenabschnitt sei ein Anteil des Chromosoms, der auf der linear durch- 
gangig vorhandenen Grundeiweifstruktur — iiber deren Natur man hier keine 
Angaben machen kann — besonders regional gehauft Nucleinsiuren aufweist, und 
die weniger firbbaren euchromatischen Segmente wiirden iiber geringere Mengen 
von Nucleinsaiuren verfiigen. Die Art der Verteilung der Chromatinarten, sowie 
ihre Ausprégung und der Spiralisationsgrad der Chromosomen bedingen die 
vielerlei Chromosomentypen. 


Die Chromatinarten der Chromosomen wiederum stehen in enger 
Beziehung zur Chromosomenspiralisation und -paarung. Auch nach 
unseren Untersuchungen bleibt das Faktum bestehen, daB Hetero- 
chromatin vorzeitige Spiralisation eines Chromosomenabschnittes be- 
dingt. Also miissen die Vorgiinge der Nucleinsiureanhaufung fiir sich 
allein oder zusammen mit den GrundeiweiSstrukturen an der Bildung 
der Chromosomenspiralen im spiten Leptotiin beteiligt sein. Da es nun 
keine rein euchromatischen Chromosomen geben kann (OEHLKERS und 
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EBERLE 1957), wird ein normales, d.h. anscheinend gleichférmiges 
Chromosom ebenfalls vorzeitige Spiralisation durch seine dennoch vor- 
handenen heterochromatischen Anteile zeigen. Wie wir insbesondere 
bei Paeonia zeigen konnten, ist der Spiralisationsgrad eines gréBeren 
Chromosomenabschnittes auch von der Menge des Heterochromatins 
abhingig (blockartige heterochromatische Ansammlungen ausgenom- 
men); somit liegt die Vermutung nahe, das spiralisierende Prinzip liege 
grundsatzlich nur im Heterochromatin und die euchromatischen Seg- 
mente wiirden mehr passiv in die Spirale mit einbezogen. 


Nach PFEIFFER (1955) ist bei 7'radescantia die optische Anisotropie im Leptotan 
am starksten und zweimal so groB wie im Pachytan. Zu der daraus gefolgerten An- | 
nahme einer Uberdehnung der Leptotanchromosomen kénnen wir uns nicht auBern. 
Jedenfalls stellen wir im friihen und mittleren Leptotaén von Bellevalia, Paeonia, 
Aloe und Tradescantia (unveréff.) eine véllige Streckung der Chromosomen fest. 


Inwieweit innere Beziehungen zwischen Spiralisation und Paarung 
bestehen, lé8t sich schwerlich sagen, da ja letztere in der Mitose nicht 
vorhanden ist. Die Annahme DaR.Line@Tons (1935), der Anziehungskraft 
der Chromatiden mitotischer Chromosomen entspreche in der Meiosis 
die Paarungstendenz homologer Chromosomen, weil der Chromosomen- 
faden in der Meiosis bis zum Pachytiin einfach sei, kénnen wir nicht 
stiitzen. Vielmehr hat sich in unseren Untersuchungen feststellen lassen, 
daB bereits im Leptotinchromosom ein Lingsspalt zu erkennen ist und 
im spaten Leptotiin die meiotische Spiralisation beginnt. Es kann also 
der gestreckte Zustand weder Ursache noch Voraussetzung fiir die 
meiotische Chromosomenpaarung sein, eben weil die Chromosomen be- 
reits vor Paarungsbeginn Spiralen aufweisen. Ganz abgesehen davon 
ist in der geschilderten Differenz zwischen Beginn der Spiralisation und 
Paarung eine héchst sinnvolle Einrichtung zu erblicken, womit die freie 
Trennbarkeit der Chromosomen in der spiaten Prophase infolge der 
zustande kommenden Anorthospirale garantiert wird. 

Ob im spiten Pachytin durch die Spiralisation wirklich der zur 
Chiasmenbildung fiihrende Bruch der Chromatiden hervorgerufen wird 
(DARLINGTON 1935), laBt sich nicht entscheiden. Jedoch kénnen wir die 
Ansicht Linnrrts (1955), wonach die Chromatidenbriiche stets in der 
Grenzregion eu- und heterochromatischer Segmente entstehen sollen, 
stiitzen MarquarpT (1952) und Harte (1956) fanden bei Paeonia tenut- 
folia eine gleichmaBige Verteilung der Briiche und Chiasmen iiber die 
gesamten Lingen hinweg; wir finden entsprechend eine gleichmaBige 
Verteilung der heterochromatischen Segmente. 


2. Die Grundlagen des scheinbaren Strukturwechsels 
der Meiosischromosomen 
Die Spiralisation fiihrt zum Phainomen der ,,Chromosomenverkiir- 
zung“*, indem sich der Spiraldurchmesser erhéht und die Ganghéhe ab- 
nimmt (bei Rucu 1950 u. a. ausfiihrlich abgehandelt). Die Chromosomen 
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kontrahieren sich demgema8 und werden scheinbar kirzer, sofern man 
die Spiralen ignoriert und nur die direkte Entfernung beider Enden miBt. 
Dieses EntfernungsmaB erweist sich im Ablauf der meiotischen Prophase 
fir die einzelnen Chromatintypen in gewissen Grenzen als spezifisch, 
und zwar ist die Menge des Heterochromatins maBgeblich fiir den Ver- 
kiirzungswert (vgl. JapHa 1939; EBERLE bei Gesneriaceen, unverédff.). 
Die andere Erklarung der Chromosomenkontraktion (BELLING 1928b; 
Brown 1949 u.a.), wonach wenigstens ein Teil des Verkiirzungswertes 
durch regulires Zusammenziehen der zwischen den Chromomeren 
liegenden Regionen (nach unseren Begriffen also euchromatischen Seg- 
menten) bedingt sei, halten wir fiir unzutreffend, da diese Chromomeren- 
annaherung nur scheinbar ist; in Wirklichkeit tritt eine VergroBerung 
der heterochromatischen Segmente durch Nucleinséureaufladung ein, 
wobei das Euchromatin mit in die Spirale einbezogen wird, sich also 
auf zweifache Weise eine lineare ,,Naherung“ der Chromomeren ergibt 
(OEHLKERS und EBERLE 1957; EBERLE 1956, 1957). 

Mit der Spiralisation und Nucleinsdiureaufladung ist in der meioti- 
schen Prophase, wie wir schon erwahnt haben, das Auftreten der Chromo- 
meren verkniipft. Wir kénnen sie im Gegensatz zur Meinung BELLINGs 
nur morphologisch als runde, kugelige und stiirker als deren Umgebung 
angefarbte Chromosomenanteile verstehen. Es ist jedoch fiir die Identi- 
fikation von Pachytaénchromosomen von gewisser Bedeutung, daB das 
Chromomerenmuster innerhalb der durch die Spiralisation bedingten 
Variabilitat gleich ist. Doch mu8 man hierbei beachten, daB diese 
Chromomeren keineswegs konstante Chromosomenmerkmale darstellen 
(vgl. Kaurmann 1948; Kosuy 1937; NartrHani 1937). Es sind vielmehr 
Strukturen, welche nur in bestimmten Stadien.der Meiosis zu erkennen 
sind und deren Entstehung auf die Spiralisation und Nucleinséureauf- 
ladung heterochromatischer Segmente zuriickgeht. 


Zusammenfassung 

Die Struktur und das Verhalten der Chromosomen von Aloe eru 
BERGER wurden vom primeiotischen Ruhekern an bis zum Pachytan 
beschrieben. 

1. Der praimeiotische Ruhekern besitzt fadige Struktur. Seine Chromo- 
somen zeigen eine Lingsgliederung in euchromatische und heterochroma- 
tische Abschnitte ; letztere sind dicker und starker farbbar als erstere. Beide 
Chromatinarten finden sich in simtlichen Chromosomenabschnitten, je- 
doch sind einige Regionen besonders reich an Heterochromatin. Die Fiarb- 
barkeit der Chromosomen nimmt im Verlauf der meiotischen Prophase 
zu und betrifft hauptsichlich die heterochromatischen Segmente. 

2. Bis zum Leptotiin werden die Reliktspiralen des Ruhekerns durch 
Entspiralisierung aufgehoben. Die Chromosomen sind in diesem Stadium 
weitestgehend gestreckt. 
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3. Im spiten Leptotian beginnt die meiotische Spiralisation mit einer 
feinen Wellung der Chromosomen. Zu Beginn der Paarung ist sie weiter 
fortgeschritten, so daB im Pachytiéin die Chromosomen bereits eine 
betrachtliche Kontraktion aufweisen. 

4. Die vor der Chromosomenpaarung einsetzende Spiralisation hat 
die Bildung von Anorthospiralen zur Folge, welche die freie Trennbarkeit 
der Chromosomen garantieren. 

5. In den untersuchten Stadien finden sich Chromomeren vom 
Leptotin an bis zum Pachytin; sie sind das optische Erscheinungsbild 
gewisser auf bestimmte Stadien beschrankter Spiralisationseffekte von 
vorwiegend heterochromatischen Segmenten. 
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1. Introduction 

It has been claimed that mammalian somatic tissues show a cell-to- 
cell variation in chromosome number, termed ‘“‘somatic inconstancy”’. 
The variation can be either hyperdiploid or hypodiploid, or both. Poly- 
ploid inconstancy may be distinguished from aneuploid inconstancy; in 
the latter, chromosome numbers are not exact multiples of the basic 
haploid set. Somatic inconstancy has been reviewed by Brarry (1954). 

Polyploid inconstancy is generally accepted as a real phenomenon 
in isolated cells, or even as a regular occurrence in the liver (BIESELE 
_ 1944; Makino and Tanaka 1953; Tanaka 1953), in the blood (La Cour 
1944), and in deciduomata (Sacus and SHELESNYAK, 1955). The reality 
of aneuploid inconstancy has been the subject of a controversy revived 
by the claim that the number of chromosomes in cells of human uterine 
endometrium varied from 4—104, at least 80% of the variation being 
hypodiploid, and cells within the diploid range formed only some 10% 
of the 1000 cells examined (TimonEN, 1950; THERMAN and TIMONEN, 
1951). In various tissues of the embryo rat, Tanaka (1953) recorded a 
moderate degree of hypodiploid and hyperdiploid inconstancy. Manna 
(1954, 1955) reported extensive aneuploid inconstancy, mainly hypo- 
diploid, in human endometrium and cervix uteri, though not on the scale 
claimed by TIMOoNEN and THERMANN. All these authors claim a real aneu- 
ploid variation of which the most striking element is the hypodiploidy in 
endometrium and in cervix uteri. The extent of errors due to counting 
is not certainly known in this work. 

The existence of aneuploid inconstancy has been denied by other 
authors who have used methods in which the error due to counting or to 
preparation technique has been greatly lessened. BootHRoyD and WAL- 
KER (1952) and WALKER and Booturoyp (1954) showed first that squash 
preparations of mouse intestine yielded a high apparent inconstancy 
comparable with that reported by TrmonEN and THERMAN in endo- 
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metrium. But when the intestine was prepared for examination by 
other techniques that did not involve squashing, the bulk of the hypo- 
diploid componant vanished. When human endometrium and the cor- 
neal epithelium of the mouse were examined by a non-squashing tech- 
nique, there was no large hypodiploid element. Relatively little hypo- 
diploid and hyperdiploid variation was recorded, and even this could 
possibly have been due to errors in counting. Sacus (1953, 1954), work- 
ing with an estimated accuracy of “about 5 per cent of the chromosomes 
or even better’’, found no detectable deviation from the normal diploid 
number in 50 cells each from endometrium of man, Rattus norvegicus and 
Microtus agrestis, nor in 20 cells of the corneal epithelium of the rat. 

The work of BoorHroyp and WaLKER and of Sacus showed clearly 
that extensive hypodiploid variation does not occur in the endometrium 
of several mammals, nor in the intestine of the mouse, nor in the corneal 
epithelium of the rat and the mouse. However, the degree of accuracy with 
which they counted chromosomes was not sufficient to exclude altogether 
a minor degree'of aneuploid variation. Further, the authors mention 
frequent damage to mitoses due to squashing; the exclusion of such 
mitoses from the recorded counts (e.g. Sacus, 1953), while a reasonable 
procedure under the technical conditions, may have had a tendency to 
minimize any real aneuploid variation. 

The present work shows that even a minor degree of aneuploid varia- 
tion does not occur in the corneal epithelium of the mouse (Mus musculus, 
vavious strains). The technique was developed originally in order to 
provide a routine means of assessing the ploidy of mice born after experi- 
mental treatments designed to induce polyploidy (Bratry, 1955). The 
material is squashed, but under conditions that avoid error due to 
mechanical disturbance of the cells. The corneal epithelium was chosen, 
because either sex could then be examined. A routine technique with 
these properties does not so far seem to have been exercised; existing 
methods are well known to give excellent preparations from mammalian 
testes, but not all males yield good preparations. The technique was 
found to be particularly adapted to studying somatic inconstancy. 


2. Methods and techniques 

The method combines a) use of the squashed corneal epithelium of 
the eye as an excellent source of mitoses (Gay and KaurMann, 1950); 
b) hypotonic pre-treatment before fixation, in order to spread the chromo- 
somes (after Hsu 1952; Hsu and Pomerat 1953a, b); c) the Feulgen- 
type squash technique of StizNsxz (1949), which derives from the general 
methods of this type used in plants (see e.g. DARLINGTON and La Cour, 
1942). VENGE (1954b) has already used hypotonic pre-treatment with 
Feulgen squashing in the blastocyst of the rabbit. Chromosomes of the 
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corneal epithelium have been counted in squash preparations made with- 
out pre-treatment in the rabbit by VENGE (1952), in the rabbit and the 
bovine by Beatty and Rowson (1954), in the rat by Sacus (1954) and 
in the mouse by WALKER and Booturoyp (1954). 

Details of method. The mouse is killed by stunning, and breaking its neck. The 
eye is cut off; alternatively, the eye could presumably be removed by operation 
and the animal kept alive. The whole eye is dropped immediately into warm 
hypotonic Pannett-Compton solution and maintained at 37°C for a known time. 
normally 20 mins. The hypotonic solution is made up with the sodium chloride 
component reduced to 20% of normal. The eye is fixed in aceto-carmine for about 
2hrs. Fragments and sheets of epithelium are scraped from the surface of the 
cornea. The epithelium is squashed in a drop of aceto-carmine between an albu- 
menized coverslip and a greased slide, warmed over a flame, and the coverslip 
removed with 10% acetic acid in a smearing dish. A mechanical press was used, 
giving a thrust of about 40 kgrms./cm? of coverslip, free from sideways movement. 
The coverslip is passed through the following sequence: 6 mins. N. hydrochloric 
acid at 60° C; a momentary dip in distilled water; about 5 mins. in 0.5% aqueous 
basic fuchsin at about 60°C: overnight in basic fuchsin at room temperature; 
about 5—10 mins. in each of 2 baths of SO, water (a mixture of ml. of 10% sodium 
metabisulphite, 1 ml. of N. hydrochloric acid and 10 mls. of water) until more or 
less decolourized; 2 baths of 80% alcohol, each for about 10 seconds, in order to 
differentiate; 2 baths of absolute alcohol, each for 1 min.; 2 baths of xylol, each for 
1 min.; D.P.X. used for mounting. 

Attempts were made to simplify the method. Preliminary work had 
shown that omission of the hypotonic pre-treatment gave badly se- 
parated chromosomes and few mitoses were suitable for counting (see 
also Sacus 1954, who reported that corneal epithelium was unsuitable 
material for simple Feulgen squashes); the diploid number of chromo- 
somes characteristic of the species could be estimated with some trouble 
in selected mitoses but accurate study of somatic inconstancy was im- 
possible. Substitution of the hypotonic Pannett-Compton solution by 
water or by simple hypotonic saline (0.17% Nal) led to poor separation 
of chromosomes. Replacement of the mechanical press by using thumb 
pressure or by tapping the coverslip gave extremely bad preparations. 
Variation of the thrust delivered by the press was not explored, nor the 
use of ordinary Feulgen instead of Feulgen-type staining. 

The duration of hypotonic pre-treatment was found to be critical. 
Five minutes gave inadequate separation of chromosomes. The standard 
treatment adopted was 20 mins., the same as for the blastocyst of the 
rabbit (VENGE 1954b); mitoses retained their integrity to an astonish- 
ing degree, and though mitotic plates were often opened up a little on 
one side, the chromosomes remained in a single group (see Figs. 1—9). 
Spreading of chromosomes was satisfactory and no broken chromosomes 
were encountered. With long hypotonic pre-treatment of 40 mins. to 4 hrs., 
many excellent mitotic figures were obtained but a number of mitoses 
were disrupted, and isolated chromosome groups appeared; treatments 
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Figs. 1—3. Microphotographs from one routine slide of squashed corneal epithelium from 
one eye of a female mouse. Standard hypotonic pre-treatment of 20 mins. The photographs 
were taken through a green filter and are unretouched, except for portions of contiguous 
chromosomes that have been masked off squarely but otherwise left visible in Fig. 3. — 
Figs. 1, 2. Mitoses and nuclei. Photographed at magn. x 220, reproduced at magn. x 380. 
Fig. 3. Alignment in approximate order of size of the 40 chromosomes in the mitosis of 
Fig. 4. Photographed at magn. x 1200, re-arranged by cutting out each chromosome and 
its surroundings from a print at magn. x 6000, reproduced at magn. x 2400 
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Figs. 4—9. Microphotographs of individual mitoses of the corneal epithelium of the mouse, 
from the routine slide described in Figs. 1—3. 40 chromosomes counted under the microscope 
in Figs. 4 and 6, 40 + 1 in Figs. 5, 7, 8 and 9. The small dots in Figs. 4, 6 and 7 are Feulgen- 
negative. Fig. 4: late prophase. Fig. 5: early metaphase. Figs. 6—9 (Figs. 8 and 9 see p. 590): 
mid to late metaphase, with each chromosome split conspicuously into two chromatids. 
Photographed with green filter at magn. x 1200, reproduced unretouched at magn. x 2500 
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of this duration are well adapted to providing selected specimen mitoses 
exhibiting the basic chromosome number of the species, but are less 
suitable for investigating somatic inconstancy. With excessive treatments 
of 6 hrs. or more, mitotic figures are very commonly disrupted, and the 
preparations would be useful mainly for studying isolated chromosomes, 
which are thin and sharply defined and with the chromatids of middle 
and late metaphase widely separated. 


Chromosomes were counted in metaphase (and occasionally in late 
prophase) by direct inspection, without drawings. Mitoses not counted 


because of extreme disruption were rare in the 20 mins. pre-treatment 
series. When the number of chromosomes could not be counted exactly, 
an estimate was made of the true number, and at the same time of the 
highest and lowest possible numbers that could be interpreted from the 
mitosis. The difference between the highest interpretation and the 
estimated true number was found to be of the same order as the difference 
between the estimated true number and the lowest interpretation. The 
greater of the two differences, with a + sign attached, was recorded as 
a measure of the maximum inaccuracy. Each slide was searched fairly 
thoroughly and all mitoses in which the chromosomes were well separated 
were counted until, if possible, about a dozén counts suitable for recording 
were available. All mitoses counted with an accuracy of down to + 5 
chromosomes were recorded. 


Satisfactory preparations were obtained from either sex, at ages from 
2 months to 20 months, from animals killed in the morning and afternoon, 
and at all months from October—March. No preparations were made 
during April—September. Of 80 successive standard preparations, each 
from a different eye, 78 contained at least one adequately clear mitosis. 
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3. Results after standard pre-treatment (20 mins.) 


Four hundred and forty-five mitoses were counted in 78 preparations 
from 49 mice, each preparation from a different eye. An additional 
5 mitoses with non-diploid chromosome numbers ranging from 15 to 36 
were excluded because the individual chromosomes were clearly deformed 
and abnormal. Mitoses excluded by reason of gross disruption of the chromo- 
some group were rare. In Table 1, the main evidence relative to somatic 
inconstancy is that the known diploid chromosome number of the mouse 
(2n=40) was found in each of the 20 mitoses that could be counted 
exactly. Supporting evidence is that in the 353 counts made at estimated 
accuracies of +1, +2 and +3 chromosomes, the median and mode were 
40 chromosomes and the mean was extremely close to 40: each individual 
count is compatible with the number 40. At lesser degrees of accuracy 
(error +4 and +5 chromosomes) and with a smaller number of mitoses 
available (72), the median or the mode or the mean deviated by about 
1 chromosome, and one mitosis was apparently incompatible with the 
number 40. The totals for all mitoses show an identity of the mean, mode 
and median at a value of 40.0 chromosomes. The close identity of the 
mean, mode and median for each degree of accuracy and in the totals 
shows that the estimated chromosome numbers are distributed fairly 
evenly on each side of the number 40. The conclusion is that all or 
nearly all the apparent deviations from 40 chromosomes are due solely 


_to difficulties in counting and that a real deviation of even one chromo- 


some above or below the diploid number would be rare. 

The figures in Table 1 may also be regarded as a test case for deter- 
mining the basic chromosome number of a mammal. The 20 mitoses 
counted without error establish this number, and the 353 mitoses subject 
to an error of +1 to +3 chromosomes also yield 40 as the diploid 





Table 1. Classification by estimated ber of chr es and estimated maximum 

inaccuracy of the count, of 445 normal mitoses from the corneal epithelium of the mouse. 

All preparations with standard hypotonic pre-treatment (20 mins.). Five non- 
diploid mitoses excluded (see text) 





















































Estimated] Estimated number of chromosomes ep beny “| Median | Modal 
maximum per mitosis Total mosomes} 2°: of no. of 
i ACY mitoses per chromo- | chromo- 
of count | 37 | 33 | 39 | 40| 41 | 42 | 43 | 44 | 46 mitosis | S°™es | somes 
Exact 20 20 40.0 40 40 
+1 19} 59) 14 92 39.9 40 40 
+2 9/38); 55/31) 6 139 39.9 40 40 
+3 1 | 12); 32] 38) 25/12) 2 122 40.0 40 40 
oA 2; 9} 6| 11/12) 3] 7 50 40.2 40 41 
+5 1; 3} 1) 6 4] 2}).3/ 1/1 22 40.8 | 40—41 40 
Total | 4 |33|96|189|86/23/12/1| 1] 445 40.0 40 40 
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chromosome number of the mouse. A proportion of 20 mitoses counted 
exactly among 445 examined does not at first sight appear large. How- 
wever, it will be recalled that these 20 were particularly clear mitoses 
suitable for counting by the quick method of direct inspection. If labour 
had been expended on the customary procedure of drawing each chromo- 
some in a mitosis it is likely that many more than 20 mitoses could have 


been counted exactly. 


4. Results after long pre-treatment (40 mins. to 4 hrs.) 
Long pre-treatment of 40 mins. to 4 hrs. gave a number of obviously 
broken mitoses that were not counted. Three apparently integral groups 


Table 2. Classification by esti- 
mated number of chromosomes 
and estimated maximum inac- 
curacy of the count, of 28 normal 
mitoses from the corneal epithe- 
lium of the mouse. All prepara- 
tions with long hypotonic pre- 
treatment (between 40 mins. 
and 4 hrs.). Three non-diploid 
mitoses excluded (see text). 
From the totals: median and 
mode, 40 chromosomes; 


of normal chromosomes contained exactly 
14, 20 and 33 chromosomes. If long pre- 
treatment had been the only technique 
employed in the present work, there 
would have been no reason to exclude 
these three apparently hypodiploid mito- 
ses, which might have been examples of 
somatic inconstancy. They were excluded, 
however, because prior knowledge from 
the series conducted with standard pre- 
treatment of 20 mins. duration had shown 





that hypodiploidy of this order has no 
real existence. Counts of chromosomes 


mean 39,9 





Estimated number 

















ee of coromoncmee in the remaining 28 mitoses from 7 eyes 
insect’ LoyTanlao lar ap ave Summarized in Table 2. The 9 mitoses 
Bess counted exactly showed the known chromo- 

Pn 9| | some number of the mouse (2n= 40). Of 
+1 3| 1 the 19 mitoses counted with an estimated 
ts 2)2 | ; 1 : accuracy of between +1 and +5 chro- 
+4 1| | mosomes, none is incompatible with the 
+5 1 | number 40. There is a near-identity be- 
Totals |2|4{18| 2/2  tweenthe mean (39.9), the mode (40) and 











the median (40) as calculated from the 
totals in Table 2. It may be noted that the proportion of exact 
counts is higher in the present than in the previous series. Long 
pre-treatment therefore improves the value of the technique for 
assessing the basic chromosome number of the species, but at the 
expense of precision in assessing somatic inconstancy. The conclusion 
from this series resembles that in the previous series; the apparent 
deviations fiom the diploid number reflect only difficulties in count- 
ing, and real deviations from the diploid number occur rarely or 
not at all. 
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5. Discussion 

. The reality of polyploid inconstancy in the number of chromosomes 
from cells of certain mammalian tissues is generally accepted. References 
are given in the Introduction. Sacus (1954) has suggested that the 
polyploid cells of these. tissues ‘may merely be degenerating cells which 
have lost some of their normal reproductive capacity” and has referred 
to the high degrees of polyploidy in differentiated tissues as ‘“‘a patho- 
logical form of polyploidy’. With these phrases, Sacus seems to have 
over-stated his case, for one would obtain the impression that the poly- 
ploid cells are of little or no importance in any respect. In fact, there is 
no evidence that the polyploid cells of the liver are degenerate, nor have 
they lost their reproductive capacity, for Makino and Tanaka (1953) 
have shown that they contribute to regeneration of the liver after 
partial hepatectomy. The polyploid cells of the blood have an obvious 
function. Polyploid cells may well be at or near the end of a cell lineage, 
but it does not seem appropriate to call them “merely”? degenerating 
cells, nor ‘pathological’. These polyploid cells of the liver and 
blood are a part of the normal soma, with a role in the functioning 
of the body. 

The existence of aneuploid inconstancy, however, has been disputed, 
and the possible limits of this type have been narrowed down by recent 
work. Yet in the figures of WaLKER and BoorHroyp (1954) there was 
still a reported range of 36—42 chromosomes in the corneal epithelium 
of the mouse and only 25% of the forty mitoses were listed as diploid. 
As they pointed out, some of the variation was undoubtedly due to 
counting error, but there was room also for an element of somatic in- 
constancy. In the data of Sacus (1954) for 20 cells of the corneal epi- 
thelium of the rat, all counts were compatible with the diploid number 
of 2n = 42, but the range actually observed was presumably from about 
40—44 chromosomes and possibly a little wider; also, the number of 
mitoses examined is rather small in comparison with the 190 mitoses 
counted with a comparable degree of accuracy in the present work. 
The present work narrows down almost to vanishing point the possible 
range of somatic inconstancy in mitoses from the corneal epithelium of 
the mouse. A very few apparently hypodiploid mitoses were excluded for 
specific reasons. Twenty-nine mitoses that were counted exactly all 
contained the diploid number of 40 chromosomes. Of the 444 mitoses 
counted. with an estimated accuracy of between +1 and +5 chromo- 
somes, all but one were compatible with the number 40, and this single 
exception might have been a consequence of error in estimating the 
accuracy of the count. No polyploid mitoses were observed. The results 
are taken to exclude any significant somatic inconstancy in mitoses 
from this tissue. Chromosome number is virtually constant. 
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Beatty (1954) has suggested that “germinal epithelium” in the sense 
of Weiss (1949) (restricted zones of proliferation from which the spe- 
cialized cells of an organ develop) may be regularly diploid, thus pre- 
serving the continuity of genetic factors in the somatic tissues, and that 
inconstancy of chromosome number is to be sought primarily among the 
differentiated and specialized cells arising from this epithelium (see also 
Sacus, 1954; Sacus and SHELESNYAK, 1955). In the corneal epithelium, 
the basal layer is a “germinal epithelium”, and the few outer layers of 
progressively more flattened cells are its ‘‘specialized”’ cells. Cell division 
occurs mainly in the basal layer (AREY and Covopm, 1943). In squash 
preparations of the whole corneal epithelium, the observed mitoses are 
therefore chiefly those of the “‘germinal epithelium”’, and the number 
of chromosomes was in fact found to be constant. If aneuploid incon- 
stancy has any real existence in other tissues of mammals, it should 
perhaps be sought in differentiated tissues that possess enough cell 
divisions to permit examination of chromosomes. 

In spite of the extreme pressure used in squashing the tissue, the 
mitotic figures in the standard 20 mins. pre-treatment series retained 
their integrity and no chromosomes were broken. Disruption of chromo- 
some groups, common under other circumstances (Sacus, 1953; VENGE, 
1954a), occurred extensively only after long or excessive pre-treatment. 
The use of a mechanical press free from sideways movement may have 
minimized the deleterious effects of squashing that are encountered after 
the more usual methods of applying pressure by the thumb or by tapping 
the coverslip. A further technical point is that the combination of tissue 
and technique constitutes, at least for the mouse, a reliable means of 
determining the basic chromosome number of mammals, both male and 
female, and irrespective of age, season and time of day within the limits 
studied. It has therefore certain advantages over procedures based on 
the testis, though it has the disadvantage that meiotic behaviour of the 
sex chromosomes is not seen. Even if exact counts are not used, but only 
those with an estimated inaccuracy of +1, +2 01-3 chromosomes, the 
correct basic chromosome number of the species can still be elucidated. 

Each metaphase chromosome in the corneal epithelium of the mouse 
is divided conspicuously into two chromatids that are closely apposed at 
a point assumed to be the centromere. This point is sub-terminal in 
most if not all of the chromosomes (see Figs. 6—9), and divides each 
chromosome into a long arm and an extremely small short arm. The 
hypotonic pre-treatment has presumably not caused the disparity in 
length of the arms; even without pretreatment, sub-terminal centromeres 
appear to be characteristic of the chromosomes of spermatogonia of the 
mouse (Ty1o and Levan, 1954), and are reported in cells of the mouse 
blastocyst (BEATTY and FiscHBeERG, 1951). But in pachytene chromo- 


























Chromosome constancy in the corneal epithelium of the mouse 595 


somes from the mouse testis, StizyNsx1 (1949) and GrirFEn (1955) find 
indications of median and sub-median centromeres in several chromo- 
somes. The relative length of the two arms of each chromosome appears 
to vary according to the type of cell division studied. The relation be- 
tween the genetic and cytological maps of a mouse chromosome should 
therefore also vary. : 

Summary 

A cell-to-cell variation in chromosome number (somatic inconstancy) 
is said to occur in some mammalian tissues. The polyploid element of 
this inconstancy appears to be well established, particularly for the 
liver, the blood, and in deciduomata. The reality of the aneuploid element 
has been disputed, and recent work has shown that the range and fre- 
quency of this variation must be considerably less than previously 
reported. The present work permits a positive statement about one 
mammalian tissue; in mitoses from the corneal epithelium of the mouse, 
constancy of chromosome number from cell to cell is virtually absolute. 
It is suggested that material for checking the existence of aneuploid 
inconstancy should be sought among differentiated tissues. The com- 
bination of technique and tissue used provides mitoses rivalling in 
clarity and abundance those obtainable from the testis, and may con- 
stitute a general method for assessing the diploid chromosome number 
of either sex in mammals. The centromere appears to be sub-terminal 
in most if not all of the chromosomes from the corneal epithelium of 
the mouse. 

Acknowledgments. I am indebted to Professor C. H. WappineTon for helpful 
interest in this study. The work was carried out with financial assistance from the 
Agricultural Research Council and with technical assistance from Messrs. J. D. 
Armstrone, A. M. DatRyMPLE, R. Mason and D. S. Stewart. I am grateful to 
Dr. J. G. CaMPBELL and Mr. G. M. MacKenzie for taking the photographs, and to 
Mr. D. W. Pinkney and Mr. T. Guencross for further photographic assistance 
with Fig. 3. 

References 

Argy, L. B., and W. M. CovopE: The method of repair in epithelial wounds of 
the cornea. Anat. Rec. 86, 75—86 (1943). — Beatty, R. A.: How many chromosomes 
in mammalian somatic cells? Internat. Rev. Cytol. 8, 177—197 (1954). — (Batty, 
R. A.): Res. Rep. 1952—1954, Inst. Anim. Genet., Edinburgh 1955. — Brarry, 
R. A., and M. Fiscuprre: Heteroploidy in mammals. I. Spontaneous heteroploidy 
in pre-implantation mouse eggs. J. Genet. 50, 345—359 (1951). — Barry, R. A., 
and L. E. A. Rowson: Note on motility and fertility of colchicine-treated bull and 
rabbit sperm. J. Agricult. Sci. 45, 254—256 (1954). — BrmsExz, J. J.: Chromosome 
complexity in regenerating rat liver. Cancer Res. 4, 232—235 (1944). — Boora- 
royD, E. R., and B. E. WatKer: Somatic chromosome numbers in mice. (Abstr.) 
Genetics 87, 567 (1952). — Darutneton, C. D., and L. F. ta Cour: The handling 
of chromosomes. London: Allen & Unwin 1942. — Gay, H., and B. P. Kaurmann: 
The corneal epithelium as a source of mammalian somatic mitoses. Stain Technol. 
25, 209—216 (1950). — Grirren, A. B.: A late pachytene chromosome map of the 








596 R. A. Bearry: Chromosome constancy in the corneal epithelium of the mouse 


male mouse. J. of Morph. 96, 123—144 (1955). — Hsu, T. C.: Mammalian chromo- 
somes in vitro. I, The karyotype of man. J. Hered. 48, 167—172 (1952). — Hsv, 
T. C., and C. M. Pomerat: Mammalian chromosomes in vitro. II. A method for 
spreading the chromosomes of cells in tissue culture. J. Hered. 44, 23—29 (1953 a). — 
Mammalian chromosomes in vitro. III. On somatic aneuploidy. J. of Morph. 93, 
301—330 (1953b). — La Cour, L. F.: Mitosis and cell differentiation in the blood. 
Proc. Roy. Soc. Edinburgh, Ser. B 62, 73—85 (1944). — Maxrno, S., and T. Ta- 
NAKA: Chromosome features in the regenerating rat liver following partial extirpa- 
. tion. Texas Rep. Biol. a. Med. 11, 588—592 (1953). — Manna, G. K.: Chromosome 
number of human endometrium. Nature (Lond.) 173, 271—272 (1954). — Chromo- 
some number of human cervix uteri. Nature (Lond.) 176, 354 (1955). — Sacus, L.: 
Sub-diploid chromosome variation in man and other mammals. Nature (Lond.) 
172, 205—206 (1953). — The chromosome constancy of the normal mammalian 
uterus. Heredity 8, 117—124 (1954). — Sacus, L., and M. C. SHeLesnyak: The 
development and suppression of polyploidy in the developing and suppressed deci- 
duoma in the rat. J. of Endocrin. 12, 146—151 (1955). — SiizyxXsx1, B. M.: A pre- 
liminary pachytene chromosome map of the house. J. Genet. 49, 242—245 (1949).— 
TanaKA, T.: A study of the somatic chromosomes of rats. Cytologia 18, 343—355 
(1953). — THErman, E., and S. Trmonen: Inconstancy of the human somatic 
chromosome complement. Hereditas 37, 266—279 (1951). — TrmoneEn, S.: Mitosis 
in normal endometrium and genital cancer. Acta obstetr. scand. 31 (Suppl.), 1—88 
(1950). — Ts1o, J. H., and A. Levan: Chromosome analysis of three hyperdiploid 
ascites tumours of the mouse. Kgl. Fysiogr. Sallsk. Hdl. 65, 1—38 (1954). — 
VeENGE, O.: A method for continuous chromosome control of growing rabbits. Na- 
ture (Lond.) 169, 590—591 (1952). — Experiments on polyploidy in the rabbit. 
Kgl. Lantbruks-Hégskol. Ann. 21, 417—444 (1954a). — A simplified method for 
spreading the chromosomes in the rabbit blastocyst. Nature (Lond.) 174, 608 
(1954b). Waker, B. E., and E. R. BoorHroyp: Chromosome numbers in somatic 
tissues of mouse and man. Genetics 39, 210-219 (1954). — Weiss, P.: Differential 
growth. In: The chemistry and physiology of growth (Editor A. K. Parpart). 
Princeton: Univ. Press 1949. 


R. A. Beatty, M.A., Ph. D. Institute of Animal Genetics, King’s Buildings, 
West Mains Road, Edinburgh 9, U. K. 











Chromosoma, Bd. 8, S. 597-608 (1957) 


From the Department of Botany, University of Toronto 


INVERSION POLYMORPHISM IN THE MIDGE 
GLYPTOTENDIPES BARBIPES (STAEGER) 


By 
VasantH Rao Basrur 
With 8 Figures in the text 
(Eingegangen am 11. Januar 1957) 


Introduction 

In the course of a cytological survey of the Chironomids from southern 
Ontario, the salivary gland chromosomes of Glyptotendipes (Phytoten- 
dipes) barbipes (STAEGER) attracted our particular attention. In a 
population of this species from the Avon river (Stratford, Ontario) 
nearly 50% of the larvae showed a complex heterozygous inversion 
(II L—1,2; Fig. 1a) which bears an unmistakable resemblance to that 
reported by BaveEr (1936) in a European species initially identified as 
Glyptotendipes polytomus (Fig.1b). It was eventually learnt from 
Dr. Bauer that he had subsequently emended this identification to 
G. barbipes (1937). Although we are thus deprived of the pleasure of 
proposing a synonym on purely cytological grounds, the common occur- 
rence of the identical complex inversion in populations of the same species 
on opposite sides of the Atlantic would still be of considerable interest. 
Further impetus to a comparative study is lent by the incidence of 
additional inversion types both in European and North American popu- 
lations of this species. 


Materials and methods 


Larvae were collected at various intervals extending over a period of 18 months 
(Table 1) from the shallow parts of the Avon river, where they are found in abund- 
ance at all times. These larvae were sieved from the bottom ooze and were brought 
alive to the laboratory in glass jars. They were reared in Petri dishes containing the 
original mud and were occasionally supplied with decayed leaves. 

The salivary glands were dissected out on a slide and were hydrolysed in 
N HCl (Cuu 1946). They were stained in aceto-orcein by warming the slide on a 
hot plate for 3 to 4 mins. The excess stain was drained off in 50% acetic prior to 
squashing. The dry ice technique (CONGER and FarRcHILD 1953) was employed to 
make permanent preparations, with euparal as the mounting medium. 

With a view to identifying the nucleolar regions (Fig. 2) a few of the larvae were 
fixed in a formol-acetic alcohol mixture (8 parts of water, 4 parts of formalin, 2 parts 
of acetic acid and 2 parts of 95% ethyl alcohol), and the glands were stained in 
Feulgen using fast green as a counter stain. 

In order to study the effects of structural hybridity on meiosis in the male, the 
testes and the salivary glands of certain larvae were squashed under the same 
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Table 1. Collection dates, sex and chromosome constitution of G. barbipes larvae 
from Avon river, Stratford, Ontario! 





Constitution of IS | Constitution of IIL | Constitution of IIIS 





ee | 2 jen e | e2 fez 

Dates of sampling | 1s | Is /T/T{ UL / aly | TIT] urs | 2/7 Til 
Is |1Is—1 oh |p IrL ou Hia| Ts | Fix n 

an BRIE H HE 





5.12.54 Larvae 13 2 0 1,1 4 0 6 5 4 
a3 0:3 | 6:1 | 0:0] 0:2 | 6:2 | 0:0] 0:3 | 6:0 | 0:1 


29.12.54 Larvae 3 7 0 3 7 0 4 4 
3:9 0:0 | 2:1 | 0:0] I:1'] 4:0 | 0:0] 1:0 | 1:1 | 0:0 
12. 3. 56 Larvae 24 1 0 12 10 3 10 11 4 
6:2 | 7:13 | 1:1 | 0:0] 2:7 | 6:4 | 0:3] 5:4 | 3:6 | 0:4 


13.6. 56 Larvae | 56 | 44 | 01 43 | 53 | 4] 34 | 54 | 12 
aie 2:7 | 6:1 | 0:0] 5:2 | 3:5] 0:1] 2:4 | 4:2 | 2:2 


Total no. of larvae 96 54 0 69 74 7 54 74 | 22 
Total no. of g:Q | 9:23 | 15:4 | 0:0] 8:12 | 16:11] 0:4] 8:11 | 14:9 | 2:7 


1 Inversion II L—3 which was observed only once is omitted. 















































coverslip. By reference to the polytene chromosomes of such preparations any 
heterozygous inversions would be detected and their effects on meiotic parameters 
could be observed in spermatocytes of the same larva. 

Dr. Bauer kindly sent slides of G. barbipes from Germany; 6 slides had been 
prepared from Plén material and 6 from Stahnsdorf (Berlin). Cytological information 
on 9 additional individuals was also furnished. 


Observations 
Standard complement 

The mitotic complement of G. barbipes as studied in spermatogonial 
divisions consists of 3 pairs of long metacentric chromosomes and one 
pair of short acrocentrics. 

The gross morphological aspects of the salivary gland chromosomes 
of larvae from the Avon river conform to BavsEr’s description. All four 
chromosomes have tightly paired homologues when homozygous (Fig. 1 a). 
They are numbered I to IV in decreasing order of size. The drum shaped 
heterochromatic regions, one in the middle of each of the three long 
chromosomes and one at one end of Chromosome IV, form prominent 
land marks. These regions are described in detail by Bauer who suggested 
that they represent the centromere sites. In support of this notion I 
find that the “drums” conform in position to the constrictions of mitotic 
chromosomes and that they exhibit specific ectopic pairing in the poly- 
tene nuclei of some larvae. The terminal heterochromatin of Chromo- 
some IV in older larvae is frequently weakly stained and frayed out in 
appearance (Fig. 3—‘‘C’”’). Similar variations in certain chromosome 
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Fig. la and b. Salivary gland chromosome complement of Glyptotendipes barbipes from 
Stratford, Ontario (a) and Plén, Germany (b). Chromosomes marked by numbers placed 
near the centromeres in the base of long arm 
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segments have been observed in other Nematocera (BREUER and Pavan 
1955). 

Each of the long chromosomes carries a single nucleolus (Fig. 2) in 
the same position as depicted by Bauer. In Chromosome IV Baume 
has described 2 smaller nucleolar structures. 
In our material the one closer to the centro- 
mere (proximal) takes on nucleolar stains and 
has the characteristic contours of the nu- 
cleolus while the distal one is a typical ‘Ring 





Fig. 2 Fig. 3 
Fig. 2. Salivary gland chromosomes of G. barbipes (Stratford). Nucleoli identified as 
IS, IIL, III L, and IV L, according to arm in which they are located 


Fig. 3. Chromosome IV (Stratford). N nucleolus, RB Balbiani-Ring, and C centromere 


of Balbiani’ (Fig. 3). Examination of Bavzr’s slides shows that the 
same is true for larvae from Germany. 

The salient features of the polytene complement of G. barbipes are 
summarised in the idiogram (Fig. 4), where chromosomes are shown in 
per cent total complement length (% TCL). The % TCL is based on 
camera lucida drawings of 2 nuclear complements from each of 5 different 
larvae (Table 2). The heterochromatic centromeres are aligned horizon- 


Table 2. Percent total complement length (% TCL) of G. barbipes. (Stratford, Ont.) 
(Mean of 10 polytene nuclei) 





Chromosome IV 
C—N N—RB 
RB—L 


Chromosome 


Chromosome I Chromosome II | Chromosome III 
region L 


S—N N—C C—L/S—C C—N N—L|S—C C—N N— 

















% TCL | 12,3 3,1 18,4 / 14,8 1,9 13,9] 12,56 11,2 2,4 | 6,2 1,1 1,6 
S: short end; N: nucleolus; C: centromere; L: long end; RB: Balbiani-Ring. 
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tally, the short chromosome arms face up, and the positions of the 4 
nucleoli and of the single Ring of Balbiani are indicated. On the basis 
of these measurements BavER’s Chromosome I becomes Chromosome II 
and his Chromosome II becomes Chromosome I; Chromosomes III and IV 
retain their ranks. 

Chromosomal polymorphism 

Four rearrangements were found in the Stratford population. Two 
are simple inversions: I S—1 (Fig. 5) and II L—3 (Fig. 4) in Chromo- 
some I and II, and 2 are complex types: 

II L—1,2 (Fig. la) and IIT S— 1,2 (Fig. 7) 

in Chromosome II and III. The approximate 

positions and dimensions of these 4 rearran- 5 
gements are indicated by brackets in the 

idiogram (Fig. 4). Inversions of the Canadian 

larvae are shown to the right and those of 

the German larvae to the left of the appro- 

priate chromosome arm. 

The heterozygote for the inversion I S—1 4 
(Fig.5) forms a closely paired loop with 
prominent marker bands on either side; the 
break points are indicated by arrows. Only 
one type of homozygote was observed in 
the Canadian population and it corresponds ae 
to the ‘inner’ sequence of Fig. 5. All 12 
German larvae were homozygous for this | 

A 





mn 


same sequence. 
The long arm of Chromosome IT has a rare 
simple inversion: II L—3, which was reco- 
vered only once in 150 larvae. Its break points 
are shown by arrows in Fig. 6a. 
Disregarding this rare inversion, Chromo- 








Fig. 4. Idiogram of polytene 
complement of G. barbipes 
(Stratford). Left to right, Chro- 


some II exists in Stratford population in 
2 common alternative sequences which differ 
by a complex rearrangement. Accordingly 
one kind of heterozygote and 2 kinds of 
homozygous larvae are found. It is the resem- 
blance of this heterozygote to that figured 
by Baver for the German larvae which 
stimulated this investigation in the first 
place. The typical polytene configuration of 


mosomes I—IV, short arms 
up. Centromeres (solid black 


circles), nucleoli (blank gaps), _ . 


Ring of Balbiani (stippled 
circle) are shown. Floating in- 
versions for Germany (II L—1,2; 
III L—1) are bracketed to the 
left,Canadian inversions (IS—1; 
II L—1,2; II L—3; III S—1,2) 
to right of appropriate 
chromosome arm 





heterozygous individuals is shown in Fig. 6b, where non-paired half 
loops separate short basal and terminal paired regions from a long central 
pairing segment. The corresponding homozygotes are shown to the left 
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4 
* 


Fig. 5. Simple inversion in I S—1— Chromosome I (Stratford). Arrows indicate - break 
: points 





7 





Fig. 6 a—c. Included inversion II L—1,2 — Chromosome II (Stratford). a — standard homo- 
zygote, b — heterozygote, c — inverted homozygote. Segments 1 and 2 — shifted. 
Inversion II L—3 indicated by arrows 


(Standard) and to the right (Inverted homozygote) in ‘Fig. 6’. The 
Standard sequence is more common in the Stratford population. Detailed 
study of homozygous and heterozygous configurations shows that 
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segments ‘1’ and ‘2’ (Fig. 6a) of the Standard chromosome are ex- 
changed in position and reversed in orientation in the rearranged se- 
quence IT L—1,2 (Fig. 6c). This may be seen at least for segment ‘1’ 
by tracing its major bands in Fig. 6a—c. The complex rearrangement 
is thus a double inversion of the included type. 





Fig. 7a—c. Included rearrang t III S—1,2 — Chromosome III (Stratford). a— in- 





verted homozygote, b — heterozygotes, c — standard homozygote. 
l and 2 — rearranged segments 

Only one kind of heterozygous inversion was found in II L of the 
German larvae and this occurred in 8 out of 12 individuals. Their 
polytene chromosomes were compared very carefully with those of 
Canadian II L/II L—1,2 heterozygotes. The two configurations are 
completely identical in the positions of the 4 break points and in the 
disposition of the shifted chromosome segments. Thus there are 2 se- 
quences in this arm, Standard and II L—1,2, which are holarctic in dis-. 
tribution. The German homozygotes which were seen had the Canadian 
Standard sequence in the second chromosome. 
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The complex rearrangement III S—1,2 follows the same pattern as 
inversion II L—1,2 that has just been described. In the heterozygous 
configuration only the proximal rearranged segment is expressed as a 
half loop. The distal non-homologous segments are so nearly terminal 
that pairing is interfered with and the constituents flare apart into a ‘Y’ 
shaped arm with unequal ends (Fig. 7b). The detailed analysis of this 
rearrangement is difficult because 2 of the breaks are extremely close 
together and segment ‘2’ of 
Fig. 7c is rather nondescript 
in its standard position. How- 
ever the interpretation of 
the complex as an included 
inversion is supported by the 
pairing configuration of the 
heterozygote where segment 
‘2’ of the inverted sequence 
clearly has no counterpart in 
the basal region of the Stan- 
dard chromosome. Moreover, 
standard segment ‘I’ can be 
. traced inverted in orientation 
- near the distal end of the in- 

verted arrangement (Fig. 7a). 

The extremely short segment 
i ‘2’, as identified in the in- 
- ¥ ze verted sequence (Fig. 7b), 
Fig. 8. Simple inversion III L—1 (Germany). ™ust be located very close 
Arrows indicate break points to the end of the Standard 
chromosome where it is ob- 

scured by the diffuse banding. In accordance with this analysis, 
rearrangement III S—1,2 is shown as an included inversion in Fig. 4. 
The banding in III S of the 12 German larvae, of which we have slides, 
corresponds to that of the inversion homozygote (Fig. 7a) from the Avon. 

The simple inversion III L—1 which was found in 8 individuals out 
of 21, apparently occurs only in Germany as none of the 150 larvae 
from Canada had any inversion in III L. Canadian larvae are homozygous 
for the ‘outer’ sequence of the inversion III L—1 (Fig. 8), the break- 
points are indicated by arrows. 





Discussion 
The inversions known in G. barbipes are indicated by brackets in the 
idiogram (Fig. 4). The simple inversions are randomly distributed but 
the complex rearrangements show near-coincidence of breaks at one 








TEE RSP 
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end (II L—1,2) or at both ends (III S—1,2). In this respect G. barbipes 
seems to fall into a pattern common in Chironomids. Non-random 
breakage and near-tandem inversions are also found in C. dorsalis 
(Manx, Kunze and Koskr 1953), C.tentans and C. pallidivittatus 
(BEERMANN 1955), 7’. decorus (ROTHFELS and Farr.ig, in press) and a 
Chinese species of Chironomus (Hsu and Liv 1948); in fact in all Chirono- 
mids that are adequately known cytologically. An attempt was made by 
RorTuFEts and Farrxie (1957) to analyse the causes underlying this 
common pattern of rearrangements. 


A careful determination of the break points established the identity 
of inversions II L—1,2 in Canadian and German larvae. In spite of the 
demonstration of tandem inversions and break coincidence in Chirono- 
mids, the possibility of the independent origin in Europe and North 
America of the identical 4 break rearrangement is remote. The notion 
of an intercontinental contamination through chance transport of larvae 
by man cannot be rigorously excluded, but general considerations and 
the apparent restriction of additional floating inversions to one continent 
or the other argue against it. Arrangement II L—1,2 of G. barbipes 
therefore appears to be the first inversion reported to be common to 
palaearctic and nearctic populations, disregarding only some incompletely 
established instances in the ‘domestic’ Drosophila species melanogaster 
and ananassae (Manx 1956). This is the more remarkable because 
heterozygous crossing over through most of this inversion will yield 
gametes carrying deficiencies and duplications. 


The wide distribution of this complex rearrangement might suggest 
that it is related to a sex determining mechanism. Certain of the larvae 
which were analysed for chromosomal polymorphism were also sexed. 
As shown in Table 1, éach of the three common heterozygous inversions 
occurred both in males and in females; no sequence is exclusive to the male 
sex and no cytologically differentiated sex mechanism was discovered. 


The three common Canadian inversions were tested for conformity 
to the Hardy-Weinberg distribution. Inversion III S—1,2 was found 
to conform, but there appears to be a significant deviation form the 
expected distribution of heterozygotes and homozygotes both in II L—1,2 
(p=0.02) and in I S—1 (p=0.007). All homozygotes were scored a 
second time to eliminate errors in classifying and no discrepancies were 
found. Both in II L and IS, the observed excess of heterozygotes and 
Standard homozygotes indicates that already at the larval stage the 
heterozygote is superior in survival] at least to one of the homozygotes 
and possibly to both. This larval heterosis may be based on a general 
polygenic coadaption of the 2 sequences or one or a few recessive detri- 
mentals or lethals in one sequence may be responsible. The latter possi- 
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bility is suggested for I S—l by the complete absence of homozygous 
I S—1 larvae. 

The three common inversions were further tested, 2 at a time, in order 
to determine whether arrangements borne in different chromosomes are 
randomly assorted (calculations not shown). No significant departures 
from random association were observed when the expected distribution 
was based on the actually observed proportion of heterozygotes and the 
2 types of homozygotes for each of the inversions compared. 

It has already been indicated that wide geographic distributions and 
heterozygous frequencies near 50% of included inversion of the type 
II L—1,2 and III S—1,2 are unexpected. In each of these inversions 
heterozygous crossing over in the central paired segment, equivalent 
to more than half the length of the arm, would produce defiencies and 
duplications. Crossing over in the adjoining inverted segments would 
give anaphase bridges and unbalanced gametes. at least in males. Only 
gametes arising from extreme proximal or distal crossing over would 
be normal. Assuming that the mean chiasma frequency of long chromo- 
some arms in G. barbipes is approximately 1 and that chiasmata are not 
localised, roughly 3/4 of the total number of sperm and 1/, of the eggs (if 
bridges are’ ‘excreted’) of individuals heterozygous for II L—1,2 or 
ILI S—1,2 will be unbalanced. It isimprobable tha theterosis is of sufficient 
magnitude to offset such a reduction in normal gametes. Crossing over in 
the heterozygous arrangement must therefore be much reduced. Some 
preliminary observations on male meiosis in G. barbipes are relevant 
in this context. It is not possible in this species to identify long chromo- 
some arms in contracted meiotic stages but it appears that in each of six 
long arms the mean chiasma frequency is somewhat under 1, and that 
the typically single chiasma is random in position at diplotene and first 
metaphase. In spite of the indicated randomness of chiasmata, in 
inversion heterozygotes no bridges accompanied by fragments were 
seen at anaphase and no double sized or otherwise abnormal 
spermatids occurred. Thus it would appear that critical cross overs 
do not form with detectable frequency and that heterozygous 
arrangements interfere with random distribution of chiasmata. 

Under these circumstances the co-existence of sequences like Stand- 
ard and II L—1,2 may be particularly effective in producing stable 
heterotic systems since the complexity of the inversion increases the 
iength of the segment on which co-adaptation may be based without 
permitting viable recombination by double crossing over within the 
inversion. This protection against exchange between long co-adapted 
segments may be responsible for the success of inversions such as 
II L—1,2 and III S—1,2, while their origin may be accounted for by 
a Novitski-type (Novitsk1 1946) break induction hypothesis. 
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Summary 


The salivary gland nuclei of larval: Glyptotendipes barbipes from 
Stratford (Ontario) comprise 3 pairs of long metacentric chromosomes 
(I-III) and one pair of short acrocentrics (IV). Homologues are closely 
paired when homozygous, centromeres are expressed as heterochromatic 
drums. Each chromosome carries a nucleolus, and Chromosome IV in 
addition carries a Ring of Balbiani. The gross polytene idiogram is 
identical with that implicit in BavEr’s cytological analysis of the same 
species from Germany. 

In direct comparison the banding pattern of the German and Canadian 
larvae proved identical for at least one sequence in each chromosome arm. 


Three simple inversions are known in the species; one (III L—1) 
is endemic to Germany, a second (II L—3) has been found only once in 
Canada and a third (I S—1) is common in Canada but has not been 
reported from Germany. The remaining 2 inversions (II L—1,2 and 
III S—1,2) are complex and are hére analysed as included types. Re- 
arrangement II L—1,2 occurs both in Canada and in Germany and 
achieves heterozygous frequencies near 50% in both countries. It is 
the first inversion reported to be holarctic in distribution in insects not 
associated with man. The second complex inversion III S—1,2 has been 
found only in Canada where it is common. In each of the complex in- 
versions at least one pair of breaks is near coincident. 


Meiosis is normal and chiasmatic in structurally homozygous males. 
It lacks conspicuous localization of chiasmata. No meiotic abnormalities 
were observed in inversion heterozygotes. It is postulated that complex 
heterozygous inversions interfere with pairing to such an extent that 
the residual ill-effects are out balanced by heterosis of co-adapted systems. 


A selective advantage of heterozygosis is directly indicated for 
II L by a significant (p = 0.02) excess of II L/II L—1,2 larvae over the 
Hardy-Weinberg expectation. 
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CYTO-TAXONOMY OF MIRIDAE AND NABIDAE (HEMIPTERA) 
By 
Dennis LEston 
With 2 Figures in- the text 
(Eingegangen am 28. Dezember 1956/30. Marz 1957) 


No comparable group has had as many species investigated cytologic- 
ally as has the Heteroptera but there remain in this suborder a number 
of inadequately known families. The value of caryotypes in phylo- 
genetic studies has been demonstrated in the pentatomomorphan series 
(taxonomy of Leston, PENDERGRAST and SouTHWwoop 1954) wherein 
there are clearly defined type numbers (e. g., 2n = 12 in lower penta- 
tomoids, 14 in higher pentatomoids) and patterns of deviation from 
type (e.g., in Pentatomidae deviation is usually additive and significantly 
associated with a temperate climate; in Coreidae sens. str. it is distribu- 
ted about a mode of 2n = 21] unassociated with climatic zonation) (LESTON 
1956, 1957). In Cimicomorpha no such analysis is possible at present: 
in Reduvioidea bad taxonomy has led to a state whereby the nonspecia- 
list is unable to place any genus with certainty and only in Triatominae 
can a type number be elucidated — 2n = 22 (XY) (unpubl.). The cimi- 
coid families have had a mere handful of species examined and the lists 
below are designed to fill this void for Miridae and Nabidae. 


Methods and sources 


Original observations listed are based on examination of aceto-orcein testes 
squashes made from fresh material dissected in 0.6% saline; a monocular microscope 
with x 10 eyepiece, x 90 oil-immersion objective and green filter was used. Some 
preparations were kept in a domestic refrigerator for up to five days and in such 
cases rubber solution was found to be a better sealing mixture than the yelatin-in- 
acetic solution of some cytologists. Probably because of the presence of fat glo- 
bules, attempts to make these preparations permanent by the method of DaRL1Ne- 
ton and La Cour were unsuccessful. 

Dr. H. D. Stack has made available much previously unpublished information, 
information which formed the basis for the histogram of mirid haploid numbers 
given by Wuire (1954, Fig. 71): two species of Anthocoridae (n = 15) are included 
in this histogram in error. Published chromosome numbers are listed by MaKINo 
(1951): the sources of his records have been examined and the nomenclature 
brought up to date but some citations have been omitted from the following lists 
where believed to be of inaccurate work — this applies particularly to records cited 
by Makino after ScHacnow. Unpublished and published records are almost enti- 
rely based upon observations of meiosis in males: there are no exceptions to therule 
that X and Y are separate at first metaphase but undergo touch and go pairing in 
the second. Localities cited in the tables are by counties for England, elsewhere by 
countries. 
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Classification follows Lzston and SourHwoop (1957) for the British species 
and CaRvVALHO (1955) for foreign mirids: CaRvaLHo rates Dicyphinae at a lower 
rank than do Lrston and SoutHwoop and the latter are followed for this group. 


Chromosome number and phylogenesis 
Table 3 lists the subfamilies of Miridae and Nabidae for which there 
are any cytological data available. Fig. 1 presents the mirid information 
in another form. 
On female genitalic structure Bryocorinae are thought to be primi- 
tive mirids; Phylinae and Dicyphinae also have rather generalised female 
3 


on 


a GE) Aerctocormae 
Bryoconinae 
Byline 
Dieyphinae 
EY Ottotylinae 
(C) Mirinae 














Fig. 1. Distribution of chromosome numbers in Miridae. Abscissa: chromosome number 
(diploid); Ordinate: number of species. Where two values are given for a species in the 
table, the writer’s own interpretation is used 


genitalia (SLaTER 1951). Deraeocorinae share the same pretarsal struc- 
ture with Bryocorinae, Dicyphinae and Phylinae, a pretarsal pattern 
markedly different from that characterising Mirinae and Orthotylinae 
(Kyniaut 1941, CarvaLHo and Lzston 1952): Mirinae and Orthotylinae 
are mutually distinct on pronotal structure, the form of the arolia and 
on aedeagal characters but the aedeagus suggests that Orthotylinae are 
the more primitive of the two (KULLENBERG 1947). WaGNER (1955) 
groups the subfamilies, on genitalic structure, into Phylinae, Ortho- 
tylinae, and the remainder (Mirinae genitalia): he treats Dicyphinae as 
a subfamily and his diagram suggests a polyphyletic Orthotylinae. How- 
ever, insofar as it suggests that the simple arolia of Deraeocorinae and 
Dicyphinae is a re-acquisition, WaGNER’s scheme is not entirely accep- 
table. 
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On the basis of the characters mentioned and other, more plastic, 
features (CARVALHO and LEsToN 1952), an interrelationship diagram 
can be constructed (Fig. 2): this diagram omits Cylapinae — for which 
there are no cytological data — and is intended solely to suggest rela- 
tionship now existing between the subfamilies; no time scale is implied 
nor is it suggested that any one recent subfamily has evolved directly 
from another. 

There is little doubt that all subfamilies have arisen from a 32A-+- 
X-+Y stock but the presence within Phylinae of Phylus melanocephalus 
with a diploid number 16A+ X . 

+ Y is of interest and could per- Dicyphinae zi Ayyocoringe 
haps be interpreted as retention U6 

of the proto-mirid number. It is 

believed that mirids originated  rhotyline Phyfioae 
from a generalised cimicid and 4 

the living Nabidae are undoub- 
tedly close to the hypothetical Mainz 
ancestral form. Such nabids as 

have been examined cytologically 

give 2n = 16A+X-+Y as type probable 
and it is proposed to accept this 
formula as representing thediploid 
number of the generalised cimicid. 

Cimicidae and Anthocoridae 
are here treated as distinct fami- 
lies, though in fact the former 8 —Nabides 
are no more than a tribe of the pig. 2. suggested relationships of mirid sub- 
anthocorid subfamily Lycioco. tales exeading Canna and some 
rinae — but were this second shown 
view to be followed the rules of 
nomenclature would lead to the handful of anomalous parasitic 
forms giving their name to the entire family. In Cimicidae there are 
about 26 autosomes and a varying number of X’s (data collated by 
Maxrtno 1951): in Anthocoridae, Anthocoris gallarum-ulmi and A. ne- 
morum have 2n = 26A+X-+Y (Leston, unpublished) but Stack 
(1938) finds 2n = 28A+X-+Y in A.nemorum and A. nemoralis. 
Whatever further examinations may disclose it is probably true to 
regard cimicids and anthocorids as having a type 2n = 26/28A+X-+ Y. 

In Phylinae the fourteen species now known cytologically present a 
uniform caryotype except for P. melanocephalus; differences in evalua- 
tion and differences in diploid number are due to the presence of a pair 
of microchromosomes, difficult to detect and possibly at times attached 
closely to an autosomal pair. In Dicyphinae the X is large: at first meta- 


0.28 — Cimicidae 

















1 Based on a re-assessment of diagrams provided by Dr. Siack. 
2 Only a single male was examined. 
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Table 1. Chromosome numbers in Miridae. 
(Species names in brackets are synonyms used by Maxrno 1951) 
Species 2n Locality Observer 
Deraeocorinae : 
Camptobrochis lutescens....... 32A+X+Y | Middx. | D.L. 
. Bryocorinae: 
Monalocoris filicis. . 2... 1.5.4. 32A+X-+Y | Scotland| H.D.S. 
Monaiocoris filicis. . . 2... 4... 32A+X+Y | Surrey D. L. 
Phylinae: 
Chlamydatus evanescens ...... 30A+X+Y | Scotland| H. D.S.1 
Chlamydatus pullus ........ 30A+X+Y iddx. | D.L. 
Conostethus brevis... 1... 30A+X+Y | Scotland] H. D.S. 
Br Sc, ROS SE ne ea 30A+X+Y | Scotland| H. D.S. 
Macrotylus quadrilineatus. ..... 32A+X-+Y | Austria | (Maxrno) 
Megalocoleus molliculus ...... 30A+X+Y | Middx. | D.L. 
Megalocoleus pilosus. ....... 30A+X+Y | Surrey | D.L. 
Oncotylus viridiflavsus ...... .. 30A+X+Y | Middx. | D.L. 
Phylus melanocephalus. ...... 16A+X+Y | Middx. | D.L.? 
Plagiognathus albipennis ...... 30A+X+Y | Middx. | D.L? 
Plagiognathus arbustorum ..... 32A+X+Y | Scotland} H.D.S. 
Plagiognathus arbustorum. ..... 30A+X+Y | Middx. | D.L. 
Plagiognathus chrysanthemi. . .. . 28A+X-+Y | Scotland} H. D.S. 
Plagiognathus chrysanthemi. . .. . 30A+X+0 | Middx. | D.L.4 
Peallus variabilis . ..... 2... 28A+X-+Y | Scotland| H.D.S. 
Ponta warians . . 5 8 wt es 30A+X+Y | Scotland) H. D.S. 
Dicyphinae: 
Dicyphus epilobit . . 2... 2... 46A+X+Y | Scotland) H.D.S. 
Dicyphus epilobit . .......-. 46A+X+Y | Middx D. L. 
Dicyphus globulifer ........ 46A+X-+Y | Suffolk | D.L. 
Dicyphus stachydis ........ 46A+X-+Y | Scotland} H.D.S. 
Dicyphus stachydis ...... 46A+XX-+Y)| Berks. D. LS 
Orthotylinae: 
Blepharidopterus angulatus..... 22A+X+Y | Middx. | D.L.® 
Dryophilocoris jlavoguadrimaculatus . | 34A+XX-+Y)} Middx. | D.L.’ 
Malacocoris chlorizans ....... 20A+X+Y | Surrey | D.LS 
Orthotylus ericetorum ....... 22A+X-+Y | Scotland} H.D.S. 
Orthotylus ericetorum ....... 22A+X+Y | Surrey | D.L. 
Orthotylus flavosparsus . ...... 24A+X+Y | Suffolk | D.L. 
Orthotylus nassatus .. 1... 1... 24A+X+Y | Middx. | D.L. 
Mirinae: Mirini 
Adelphocoris lineolatus 
(Calocoris chenopodti) ...... 30A+X+Y | Sweden | (Maxkrno) 
Adelphocoris lineolatus 30A+X+Y | Middx. | D.L. 
Adelphocoris rapidus 
(Calocoris rapidus) ....... 28A+XX+Y) U.S.A. (Maxrno)® 
Calocoris fulvomaculatus ...... 32A+X+Y | Scotland} H.D.S. 
Calocoris norvegicus ........ 30A+X+Y | Scotland; H. D.S. 
Calocoris norvegicus ........ 32A+X+Y | Middx. | D.L. 
Calocoris sexguittatus. ....... 30A+X-+Y | Scotland} H. D.S. 
OGEMOTEE Re hoe a ee et 32A+X+Y | Scotland] H. D. 8S. 
Horcias dislocatus 
(Poecilocapsus goniphorus). . . . | 32A+X+Y | U.S.A. (MaxkIno) 








Cyto-taxonomy of Miridae and Nabidae 613 


Table 1. (Continued) 

















Species 2n Locality Observer 
Lygocorislucorum. ........ 32A+X+Y | Middx. | D.L. 
Lygocoris pabulinus ........ 32A+X+Y | Middx. | D.L. 
Lygocoris (?) sp. 

(Lygus innotatus)........ 32A+X-+Y | Austria | (Maxrno)!° 
Lygocoris viridis. ......... 32A+X+Y | Middx. | D.L. 
Lygus rugulipennis ........ 32A+X%+Y | Middx. | D.L. 
Lygussp...... 

(Lygus pratensis)... ..... 32A+X+Y | Austria | (Makino) 
Lygus tripustulatus ........ 32A+X-+Y | Berks. D.L. 
Megacoelum infusum ....... 30A+X+Y | Middx. | D.L. 
Megacoelum infusum ....... 30A+X+Y | Surrey | D.L. 
Phytocoris longipennis ....... 32A+X+Y | Surrey | D.L. 
Phytocoristiliae ......... 32A+X-+Y | Middx. | D.L. 
Phytocorisulmt. ......... 30A+X-+Y | Scotland} H. D.S. 
Phytocoris varipes. . ....... 32A+X+Y | Middx. | D. L.” 
Poecilocapsus lineatus ....... 32A+X+Y | U.S.A. (Maxkrno) 
Polymerus palustris... ..... 32A+X+Y | Surrey | D.L. 
Stenotus binotatus ......... 30A+X+Y | Scotland) H.D.S. 
Stenotus binotatus. ........ 32A+X+Y | Middx. | D.L.® 

Mirinae: Stenodemini 
Leptopterna dolabrata ....... 32A+X+Y | U.S.A. | (Makino) 
Leptopterna dolabrata ....... 32A+X+Y | Scotland; H.D.S. 
Leptopterna dolabrata ....... 32A+X+Y | Middx. | D.L. 
Megaloceroea recticornis ...... 32A+X+Y | Middx. | DL. 
Stenodema calearata ........ 32A+X+Y | Scotland) H.D.S 
Stenodema calearata ........ 32A+X+Y | Middx. D. L. 
Stenodema laevigatum ....... 30A+X+Y | Middx. | D. L.4 


3 Dr. SourHwoop has examined the male genitalia of the form examined and 
finds it to be P. albipennis ssp. albipennis. ' 

‘The large X of this and other Plagiognathus suggests ,,capture‘‘ of an auto- 
some. A small body was present which could perhaps be the Y. 

5 At Ist metaphase the large X has a small body placed on either side of it: the 
bodies are tentatively referred to as Y and X, respectively. 

6 Amongst the material examined was a single f. short antenna: no caryotype 
alteration was detected: This form is regarded by continental authorities as a 
species, B. brevicornis WAGNER, but will be shown shortly to be the less common 
of the two forms of males of B. angulatus (LEsToN, unpubl.). 

7 A further pair of autosomes is perhaps present. 

8 A further pair of autosomes is perhaps present. 

® Maxrno (1951) questions this early record of MoNTGOMERY’s. 

10 Lygus innotatus is not found in Austria; the species is probably a Lygocoris. 

11 Lygus pratensis auctt. is now considered to be a complex: this record could 
refer to any of half a dozen species. 

12 There is precocious separation of the chromatids of the Y at Ist metaphase 
(or perhaps X is compound): confirmation of the structure of this caryotype is 
required from the female. 

13 Some plates suggested 30 autcsomes, others 32. 

14 Three bodies were sometimes detected at Ist metaphase, one singleton and 
the others paired. The pair could perhaps be interpreted as paired microchromo- 
somes. 
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phase in Dicyphus stachydis the large X has a body placed either side 
of it, tentatively referred to as Y and X,: the caryotype of Dicyphus sup- 
ports the view that Dicyphinae is a distinct subfamily. Orthotylinae are 
probably polyphyletic (StaTER 1951): Dryophilocoris flavoquadrimacu- 
latus departs widely from the caryotype of five other species and may 
perhaps represent a distinct group within Orthotylinae. The figures 
given for Blepharidopterus angulatus and Malococoris chlorizans may 

















Table 2. Chr € bers in Nabidae 
Species | 2n “Locality Observer 
Nabinae: 

Dolichonabis limbatus ....... 16A+X+Y | Middx. | D.L. 
Himacerusapterus ........ 16A+X-+Y | Middx. D. L. 
Himacerus mirmecoides ...... 32A+X+4+Y | Norfolk | D.L. 
Lasiomerusannulatus ....... 16A+X+Y | U.S.A. | (Makino) 
Nadia evscetorum. «5. so eo wis 18A+X-+Y | Hants. D. L. 
PE OROIMO Se sich Sab ho #5. oes a Ria 16A+X+Y | U.S.A. (MaxkINo) 
PIER sce cl sii sy’ Jo's. La, sok ali 16A+X-+Y | Norfolk | D.L. 
Nabis flavomarginatus ....... 16A+X+Y | Middx. | D.L. 
NOB ENDOBUB 26.550) 15,5. 8 ste es 18A+X+Y | Surrey | D.L. 





Table 3. Type numbers in Miridae and Nabidae 














Family Subfamily Type no. | Pie ao 
| 

Miridae . . ieennes 32A+X+Y 1 
Bryocorinae 32A+X+4+Y 1 

Phylinae | 30A+X+Y 14 

Dicyphinae | 46A+X+Y 3 

Orthotylinae | 22(+2)A+X+Y 6 

| Mirinae 32A+X+Y | 26 

Nabidae . . | Nabinae 16A+X+Y 8 


require a further pair of autosomes adding to each —- neither was easy to 
interpret — but the suggested subfamily type is unaffected by this. 

Only in Mirinae has there been sufficient coverage for a type number 
to be elucidated with confidence: it is 2n = 32A+:X-+ Y; neither diffe- 
rences in interpretation nor in the behaviour of the paired microchromo- 
somes suggest any deviation other than perhaps by occassional loss of 
a pair of autosomes. 

In Nabinae the similar divergence from type of Nabis rugosus and 
N. ericetorum is mirrored in their taxonomy: they form a closely 
allied species pair — or perhaps are sibling species — and are determined 
usually on habitat differences rather than on good morphological cri- 
teria. The caryotype of H. mirmecoides is unusual and can only be 
accounted for by postulating a doubling of all the chromosomes and 
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subsequent re-attachment of the X and Y (cf. Thyanta in SCHRADER 
and HuGuEs-ScHRADER 1956): selective processes have produced in 
this species an ant-like larva markedly different from that of related 
forms. 

In the present study, as in an earlier one on pentatomomorphan fa- 
milies (LEsToNn 1957), an attempt has been made to construct a ,,family 
tree‘‘ based on the usual morphological data of systematists: over this 
has been superimposed the family or subfamily caryotype pattern. The 
value of this technique is two-fold: it points out to cytologists changes 
which have occurred during the evolution of a taxon; it indicates to 
systematists hitherto unsuspected relationships — e.g., the relationship 
between Cyminae and Berytidae, suggested by their possession of a 
caryotype unique amongst Lygaeoidea, has now been confirmed by 
examination of their morphology (LEston and ScupDER, unpublished). 
It is no part of the writer’s intention to suggest means by which caryo- 
type changes have occurred, but merely to report such changes against 
a systematic and phylogenetic background. 


Acknowledgments. Dr. H. D. Stack (University of Glasgow) has kindly placed 
at my disposal a considerable volume of unpublished information: he is in no way 
responsible for any errors of fact or interpretation which may be found in the pre- 
sent study. Mr. L. F.La Cour (Johns Innes Horticultural Institute) and Dr. 8. H. 
REVELL (Chester Beatty Research Institute) guided the author’s first steps in 
practical cytology; Dr. T. R. E. Sournwoop (Imperial College, University of Lon- 
don) assisted in the collection of material and checked certain determinations. 


Summary and conclusions 


1. The chromosome numbers of 51 Miridae and nine Nabidae (Hemi- 
ptera-Heteroptera, Cimicoidea) are given. 

2. In Miridae, Deraeocorinae, Bryocorinae and Mirinae have a type 
2n = 34 and Phylinae 2n = 32. Dicyphinae has 2n = 48 and Ortho- 
tylinae 2n = 24. The basic mirid caryotype is 32A+X-+ Y. 

3. The caryotype of Dicyphinae supports the view that the group 
warrants subfamily status. ; 

4. Phylus melanocephalus (2n = 18) is unique amongst the mirids 
examined and could perhaps be retaining a primitive pro-mirid chromo- 
some number. 

5. In Nabidae, Nabinae have a type 2n = 18. 

6. The species pair Nabis rugosus and N. ericetorum are characterised 
by the same kind of deviation from family caryotype. 

7. Himacerus mirmecoides has double the family complement of 
autosomes. 

8. The basic cimicoid caryotype is, it is suggested, 2n = 16A+ 
X+Y. 
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Aus dem Forstbotanischen Institut der Universitat Freiburg i. Br. 


DIE CHROMOSOMENZAHLEN IN DEN LEBERZELLEN 
VON RATTEN VERSCHIEDENEN ALTERS* 
Von 
Hans Marquarpt und EBERHARD GLAss 
Mit 2 Textabbildungen 
(Eingegangen am 28. Januar 1957) 
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~ Einleitung 


In einer friiheren Arbeit haben wir auf Grund der von uns entwickel- 
ten Technik der Chromosomendarstellung in der Rattenleber den 
Karyotyp analysiert und eine Identifikation der einzeinen Chromosomen 
eines Genoms erreicht (GLAss 1956). In einer zweiten Arbeit haben wir 
das auch hier zur Verfiigung stehende Material schon fiir ein Spezial- 
problem ausgewertet, naimlich fiir die ,,Genomsonderung — die in den 
Mitosen der Rattenleber deutlich werdende Tendenz, in einem diploiden 
oder polyploiden Karyotyp ganze Genome zu Chromosomengruppen 
zusammenzufassen (GLAss 1957). 

Die vorliegende Arbeit wertet unsere Chromosomenzahlungen an fast 
1500 Metaphasen aus, um die noch immer nicht auf Grund gréBeren 
Zahlenmaterials bearbeitete Frage nach den Chromosomenzahlen eines 
lebenswichtigen Organes der Ratte aufzukliren. Wir wahlten hierfiir 
die Leber, um an diesem Organ spater die chromosomalen Veranderungen 
bei der krebsigen Entartung nach Verfiitterung von Buttergelb erfassen 
zu k6énnen. 





* Mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft 
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Neben 6 Monate alten Tieren, die partiell hepatektomiert werden 
muten, damit ausreichend Mitosen vorlagen, haben wir auch fast neu- 
geborene — 12 Std alte — sowie 6 Tage alte Ratten untersucht. Ihre 
Lebern wuchsen noch so nachhaltig, daB ohne einen Eingriff in beiden 
Altersstufen ausreichend Mitosen zu finden waren. 

AuBer einer exakten Zihlung der Chromosomen in der Mitose ist auch 
versucht worden, mit Hilfe einer Bestimmung des Kernvolumens (Mtn- 
ZER 1925, JakoBsJ 1925, 1941, CLara 1930, 1931, HoLMGREN und Ca- 
SPARSON 1934, Witson und Le Duc 1948, Hetwic-Larsen 1952, 
GRUNDMANN 1954) sowie neuerdings durch eine Bestimmung des rela- 
tiven DNS-Gehaltes einzelner Kerne (Swirt 1950, LEUCHTENBERGER und 
ScoRaDER 1951, 1952, Moore 1952, Frazer und Davipson 1953, 
Fuxupa und SIBaTANtI 1953, GRUNDMANN 1954, THOMPSON und FRAZER 
1954, FauTREz und andere 1955, O’Brien 1956) an sich nicht teilenden 
Kernen die Polyploidiestufe zu ermitteln. Um auch an diese Untersuchun- 
gen anschlieBen zu kénnen, haben wir in unserem Material die Kernvolu- 
mina von Leberzellen ermittelt. Der Vergleich dieser Befunde mit unseren 
Chromosomenzahlungen machte es méglich, weitere wertvolle Einsichten 
in die Chromosomenverhaltnisse der Rattenleber zu gewinnen. 


Material und Methode 


Das Tiermaterial ist dasselbe, an dem unsere friiher publizierten Befunde er- 
hoben wurden (GuLAss 1956, 1957); es gehérte zu dem Versuchsmaterial der Arbeits- 
gemeinschaft von MarquarpT (Forstbotanisches Institut der Universitat Freiburg) 
und Prof. Dr. ALTMANN sowie Dr. GRUNDMANN (Pathologisches Institut der Uni- 
versitét Freiburg); es entstammte den Zuchten von Prof. Dr. DruckREy (Chirur- 
gische Universitatsklinik Freiburg). 

Untersucht wurden Leberzellen von 12 Std und 6 Tage alten Tieren, die sofort 
nach der Tétung des Tieres fixiert wurden. Blutzellen, die in unseren Praparaten 
kleiner als die Leberzellen erscheinen und kleinere, starker gefarbte Chromosomen 
sowie ein dunkleres Plasma enthalten, wurden von den Untersuchungen — soweit 
méglich — ausgeschlossen. 6 Monate alte Tiere sind dagegen erst hepatektomiert 
worden, um nach 48 Std in der mit den Regenerationsvorgangen beginnenden 
Leber ausreichend Mitosen zu erfassen (vgl. BruES und MarBLE 1937, Nancy, 
BucueErR und Guinos 1950, Tanaka 1953). 

Da die einfache Essigsiurekarmin- Quetschtechnik nach Fixierung in Alkohol/ 
Eisessig keine recht befriedigenden Bilder ergab, haben wir zunachst in Vorver- 
suchen eine fiir unsere Zwecke giinstige cytologische Technik auszuarbeiten ver- 
sucht. 

Um die Chromosomen der Metaphase in einen cytologisch leichter auswertbaren 
Zustand zu bringen, versuchten wir verschiedenartige Vorbehandlungen vor dem 
Fixieren: Einbringen der frisch entnommenen Leberstiicke in eisgekiihltes Wasser 
(15, 30, 60 min) wirkte nicht. 0,0005, 0,0075 und 0,001 molare 8-Oxychinolinlésun- 
gen verwendeten wir iiber 30, 60 und 90 min, und fanden sie besonders giinstig in 
einer Konzentration von 0,0075 molar und bei 60 min dauernder Einwirkung. 

Ferner verwendeten wir hypotonische Thyrodelésung, zum Teil auf die Halfte 
verdiinnt, iiber 10, 20, 40, 60 und 120 min; am giinstigsten erwies sich die hypotoni- 
sche Thyrodelésung (37°), wenn wir das Gewebe 40 min vorbehandelten. 
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Auf Grund dieser Befunde entschieden wir uns fiir die folgende Technik: Sofort 
nach Entnahme und nach Zerschneiden in kleine Stiickchen Vorbehandlung in 
hypotoner Thyrodelésung bei 37° iiber 40 min oder in 0,0075 mol. 8-Oxychinolin 

. ber 60 min. Darnach Fixierung in Alkohol/Eisessig 3:1 und nach einigen Stunden 
Uberfiihrung in Karminessigséure-Glycerin. Um die Zellen leichter flachquetschen 
zu kénnen, setzten wir die Lésung an Stelle von Wasser mit Glycerin an. Unter- 
suchung der Quetschpraparate im Phasenkontrast. 


Die Volumenmessungen der sich nicht teilenden Kerne wurden an Schnittpra- 
paraten von 12 Std und 6 Monate alten Tieren durchgefiihrt (Zenker-Fixierung, 
Feulgen-Lichtgriin-Farbung). In jeder Altersstufe wurden 300 Leberkerne bei 
2560facher VergréBerung mit Hilfe eines Zeichenapparates gezeichnet und darnach 
das Volumen errechnet. 


Experimenteller Teil 


1. Die Chromosomenzahlen bei Tieren verschiedenen Alters 

Wir haben zuniachst 3 junge Ratten 12 Std nach der Geburt auf ihre 
Chromosomenzahlen in der Leber untersucht ; die Mitosen in ihnen waren 
dabei so haufig, daB keinerlei zusatzlicher Eingriff notwendig war. Im 
Vordergrund steht mit 80—90% der in Mitose befindlichen Zellen die 
diploide Chromosomenzahl, triploide und tetraploide Metaphasen sind 
mit 2—6% vertreten, wihrend die pentaploide Zahl nur in 2 Tieren auf- 
tritt (Tabelle 1). Dariiber hinaus begegnen uns noch 2—3% haploide 


Tabelle 1. Die Beziehungen zwischen Alter und Polyploidiegrad in der Rattenleber 



















































































2 Meta- bo 
? Alter und Behandlung = in | 2n | 3n | 4n | 5n/ 6n| 7n/ 8n| 9n/10n) a 
& i 
m samt} %» | %» | % | % |%/1%|/%|%|%1%| % 
A | 12 Stunden 127| 2,4/89,9| 3,9| 1,5|—|/—|—|—|—|—| 23 
B | 12 Stunden 172 | 2,3] 85,5| 5,2) 3,5/0,6}—|—}—|—|—| 2,9 
C | 12 Stunden 275 | 3,6|79.7| 5,8] 4,0\0,7]|—|—|—|—|—| 62 
574 | 3,0| 83,7| 5,2| 3,3/0,5 43 
A’ | 6 Tage 194| 9,3| 74,7} 26| 1,0/—|—|—/—|—|—112,4 
B’ | 6 Tage 143] 63/ 73,4} 1,4| 21|/—}—|—|—}—|—|168 
C’ | 6 Tage 105 | 9,5| 73,3] 1,9] 0,0|0,9|—|—|—|—|—|14,4 
a 442 | 8,4| 74,0 2,0] 1,1|0,2 14,3 
I | 6Monate, */, hepat.| 52 | 11,5| 57,7| 3,9| 9,6| 2,0| 3,8) —|—|—|—|11,5 
II | 6 Monate, */, hepat.| 148 | 8,2/433| 8,8| 23,6/2,7| 2,7; —|1,3,—|—| 9,4 
II1| 6 Monate, */, hepat.| 128 | 7,9/ 37,5| 12,5| 20,3/ 3,1) 0,8| 2,3; — | —|—| 15,6 
oe 328 | 8,51 43,4| 9,4| 20,2| 2,7| 2,1/ 0,9| 0,6 12,2 
IV | 6 Monate, */, hepat.| 152 | 8,5| 27,7| 14,5| 15,5 | 4,6| 2,6| 0,5] 2,0] 0,5) 0,5| 23,1 


(Abb. la) und 2—6% aneuploide Zellen. In unseren Quetschpraparaten 
liegen die einzelnen Mitosen so weit voneinander, und die Art des Quet- 
schens vermag so wenig einzelne Chromosomengruppen abzusprengen, 
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daB sowohl die Aneuploid- wie die Haploid-Zahl einzelner Metaphasen 
mit Sicherheit nicht eine Folge der Quetschpraparation sein kann. 
Die Prozentsatze der diploiden (Abb. 1b) sowie der andere Zahlen 
besitzenden Mitosen unterscheiden sich bei den 3 Tieren so wenig, da8 
wir in der Leber von Ratten kurz nach der Geburt das Vorhandensein 


r —* 
A ‘at Bs. 
Abb. la—d. a Haploide Metaphase (21 Chromosomen) aus der Leber neugeborener, 12 Std 
alter Ratten. b Diploide Metaphase (42 Chromosomen) aus der Leber junger, 6 Tage alter 
Ratten. c Tetraploide Metaphase (84 Chromosomen) aus erwachsener, */, hepatektomierter 
Rattenleber, 48 Std nach Hepatektomie. d Hexaploide Metaphase (126 Chromosomen) aus 
erwachsener, */, hepatektomierter Rattenleber, 48 Std nach Hepatektomie 





eines verhaltnismaBig einheitlichen ,,Mitosemusters‘‘ — charakterisiert 
durch vorherrschende Diploidie und zuriicktretende Polyploidie bzw. 
Aneuploidie — annehmen diirfen. 

Bei den 6 Tage alten Ratten, von denen wir ebenfalls die normalen 
Lebern dreier Tiere untersuchten, liegen aéhnliche Verhaltnisse vor mit 
den Unterschieden, daB sowohl die Zahl der haploiden wie die der aneu- 
ploiden Mitosen angestiegen ist, wihrend diejenige der polyploiden Zellen 
eher geringer wurde (Tabelle 1). Die Werte der einzelnen Tiere streuen 
dabei nur wenig, so daB auch in dieser Altersstufe ein einheitliches 
Mitosemuster erscheint. 

Bei alteren als den bisher untersuchten Tieren reicht die Mitose- 
haufigkeit in der unbehandelten Leber fiir Chromosomenzahlungen nicht 








a 
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mehr aus, so daB zu dem Hilfsmittel der Hepatektomie gegriffen werden 
mu. Wir haben daher die Lebern zunachst dreier 6 Monate alter Tiere 
zu */, herausgenommen. 

Wird 48 Std nach dem Eingriff fixiert, dann ergeben sich wesentlich 
veranderte Haufigkeiten gegeniiber den in Jungtieren ohne Hepatekto- 
mie vorhandenen: Die Zahl der diploiden Mitosen ist auf 30—50% zu- 
riuckgegangen, die Haufigkeit simtlicher Polyploidiegrade hat dagegen 
zugenommen und die hohen Stufen, 6n—10n finden sich hier erstmals 
(Abb. 1c, d); nur die aneuploiden und haploiden Mitosen haben sich 
zahlenmaBig nicht wesentlich gedndert (Tabelle 1). 

Vergleichen wir jetzt die 3 zu */, hepatektomierten Tiere unterein- 
ander, dann streuen die Werte vor allen Dingen der di-, tri- und tetra- 
ploiden Mitosen sehr stark, indem etwa 37,5% diploide Mitosen, 12,5% 
triploide und 20,3% tetraploide Mitosen bei einem der Tiere gefunden 
werden, wahrend ein anderes 57,7% diploide, 3,9% triploide und 9,6% 
tetraploide Metaphasen zeigt. Die in Tabelle 1 angegebenen Durch- 
schnittswerte aus den drei 6 Monate alten Tieren sind daher nicht so 
eindeutig zu bewerten wie diejenigen der jiingeren Tiere, die ja eine 
wesentlich geringere Streuung zeigen. 

Nochmals andere Verhiltnisse finden wir bei einem Tier mit einer 
zu §/, entfernten Leber (Tabelle 1), bei dem die Zahl der diploiden Mitosen 
mit nur 27,7% auf etwa die Halfte des Wertes bei den gleichaltrigen, aber 
in geringerem MaBe hepatektomierten Tieren abgesunken ist. Die Zahl 
der triploiden und tetraploiden Mitosen ist nicht stark gestiegen. Da- 
gegen finden sich wesentlich haufiger die héheren Polyploidiegrade; die 
Metaphasen mit 9n und 10n Chromosomen treten hier in unserem ganzen 
Material zum ersten Male auf. Ferner hat die Haufigkeit aneuploider 
Chromosomenzahlen mit 23,1% fast um das Doppelte zugenommen. 

Es ergibt sich somit aus dem hier vorgelegten Zahlenmaterial zu- 
nachst, daB der Eingriff der Hepatektomie als solcher nachdriicklich in 
das Gefiige des Mitosemusters eingreift, denn wir erhalten innerhalb 
der 3 Tiere, von deren Lebern wir einen, so gut es gehen wollte, gleich 
groBen Teil entfernten, starke Schwankungen in dem Prozentsatz der 
einzelnen Chromosomenzahl-Gruppen; ferner fallt das zu °/, hepatekto- 
mierte Tier hinsichtlich seiner Chromosomenzahl-Haufigkeiten voll- 
staindig heraus. 

Trotz dieses besonderen, stérenden Einflusses der Hepatektomie auf 
das Mitosemuster zeigt der Vergleich der von uns untersuchten 3 Alters- 
stufen einen Anstieg polyploider und aneuploider Mitosen sowie eine ent- 
sprechende Abnahme diploider Metaphasen mit zunehmendem Alter der 
Tiere; bei den 6 Monate alten Tieren scheint eine starke Hepatektomie 
diese Tendenz weiter zu steigern. 
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2. Das Verhiiltnis diploider und polyploider Mitosen 


Zwei Teilprobleme kénnen auf Grund unseres Materials weiter ver- 
folgt werden: die Einzelheiten der aneuploiden Chromosomenzahlen und 
das Verhialtnis der diploiden zu den verschieden polyploiden Mitosen. 
Wir wollen hier nur auf die zweite Frage eingehen, da wir die aneuploiden 
Mitosen infolge der mit ihnen in Zusammenhang stehenden Sonder- 
probleme in einer eigenen Publikation eingehender behandeln wollen. 

Um die Verhaltnisse iiberschaubar zu machen, haben wir in der Ta- 
belle 2 den diploiden Mitosen nur 2 Gruppen gegeniibergestellt, die tetra- 
ploiden Mitosen einerseits und die Summe aller polyploiden andererseits. 


Tabelle 2. Vergleich zwischen di- und polyploiden Metaphasen 


















































a4, Meta- Diploid/ Diploid/ 
T Tetra- Poly- 
Ny | Alter und Behandlung pines ploid or Diploid ploid Par. 
| 
A | 12 Stunden 121 2 57,0:1 114 7 16,3:1 
B | 12 Stunden 163 | 6 24,5:1 147 16 9,2:1 
Cc 12 Stunden 248 | ll 19,9:1 219 29 7,5:1 
532 19 25,3:1 480 52 9,2:1 
A’ | 6 Tage 152 2 | 72,5:1 | 145 7 | 20,7:1 
B’ | 6 Tage: 110 3 35,0:1 105 5 21,0:1 
C’ 6 Tage | 80 0 17,7;1 77 3 25,7:1 
| | 342 5 | 65,4:1 | 327 15 | 21,8:1 
I | 6 Monate, 2/, hepat. 75 12 4,7:1| 67 1g | 3,2:1 
II | 6 Monate, 2/, hepat. 221 | 564i 2,6:1 134 87 1,5:1 
III) 6 Monate, /, hepat. 98 | 2 | 18:1| 48 50 | 1,0:1 
| | 304 89 2,7:1 | 239 155 | 1,5:1 
IV | 6 Monate, */, hepat. | 163 36 2,0:1 74 89 0,8:1 








Bei den 12 Std nach der Geburt untersuchten Tieren herrschen mit 
einem Verhaltnis von durchschnittlich 25,3:1 die diploiden Mitosen vor, 
deren Verhaltnis zu der Gesamtzahl von polyploiden Metaphasen 9,2: 1 
betragt. Bei den einzelnen Tieren finden sich sehr auffallige Streuungen 
dieser Werte, vor allen Dingen bei dem Verhaltnis der diploiden zu den 
tetraploiden Kernteilungen, das beim ersten Tiere 57:1, beim dritten 
dagegen 19,9:1 betragt. 

Die 6 Tage alten Ratten, die in der Tabelle 1 der jiingsten Altersstufe 
gegentiber verhaltnismaBig ahnlich erschienen waren, zeigen in der 
Anordnung der Tabelle 2 eine sehr starke Zunahme der diploiden gegen- 
tiber den héheren Polyploidiestufen, so daB im Durchschnitt auf 65,4 
bzw. 21,8 diploide Mitosen. eine tetraploide bzw. polyploide Metaphase 
kommt. Unter den 3 untersuchten Tieren treten diesmal gréBere Schwan- 
kungen nur bei dem Verhialtnis der diploiden zu den tetraploiden auf. 
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Die 6 Monate alten, hepatektomierten Tiere haben gegeniiber den 
jiingeren Ratten ganz andere Verhaltniszahlen infolge eines sehr starken 
Anstieges polyploider Mitosen; es kommen bei den zu ?/, hepatekto- 
mierten Tieren auf nur noch 2,7 bzw. 1,5 diploide Mitosen eine tetra- 
ploide bzw. polyploide Zelle. Bei dem einen zu */, hepatektomierten 
Tier kehrt sich sogar das Verhaltnis um, indem 0,8 diploide auf eine 
polyploide Mitose entfallen. 

Im ganzen gesehen steigt also mit zunehmendem Alter die Wahr- 
scheinlichkeit, daB auch polyploide Zellen zur Mitose kommen, wobei 
vor allen Dingen der Eingriff einer Hepatektomie eine wesentliche Rolle 
zu spielen scheint. Aber auch die stérkste, von uns beobachtete Zunahme 
der polyploiden Mitosen vermag die Diploidzahl nicht weiter als bis zu 
einem Verhaltnis von etwa 1:1 zuriickzudrangen. Gerade dieser Befund 
ist im Hinblick auf die Ergebnisse der Messungen vom Kernvolumen und 
vom DNS-Gehalt sich nicht teilender Zellkerne in der Leber bedeutungs- 
voll, nach denen tetraploide Zellkerne weitaus in der Uberzahl vorhanden 
sind. Wir werden in der Diskussion auf diese scheinbar gegensatzlichen 
Befunde einzugehen haben. 


3. Der Anaphasezustand 


Wiahrend in unserem Material die Metaphasestadien verhaltnismaBig 
haufig sind, macht es viel Mihe, eine einigermaBen ausreichende Anzahl 
von Anaphasen zu finden. Dieses Stadium wird in unserem gesamten 
Material, also auch bei den regenerierenden Lebern nach Hepatektomie, 
weitgehend stérungsfrei durchlaufen, soweit es sich um Briickenbildun- 
gen, Verklebungen der Tochterchromosomen oder um liegenbleibende 
Chromosomen handelt. Andererseits begegnen uns als nicht seltene Ab- 
weichungen von der Norm multipolare Spindeln. 

Gliedern wir die in den 3 von uns untersuchten Altersstufen genauer 
analysierten Anaphasen zunachst hinsichtlich ihrer Chromosomenzahl 
auf, dann finden wir bei den 12 Std und 6 Tage alten Tieren ausschlieB- 
lich diploide Anaphasen ; erst bei den in verschiedenem Grade hepatekto- 
mierten Tieren teilen sich so viele polyploide Zellkerne, daB wir auch 
polyploide Anaphasen erfassen (Tabelle 3). 


Tabelle 3. Die Verdnderung der Anaphasenspindel in Abhangigkeit vom Alter 























Ana- 
Poly- Multi- 
Alter phasen Diploid ploid Dipolar | ‘Solar 
12Stunden ........ 21 21 0 20 1 
COLL OS Ge Soa Se ae 29° 29 0 24 5 
6 Monate, 2/,hepat. ... . 38 30 8 25 13 
6 Monate, */,hepat. . .. . 12 8 4 4 8 
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In allen Altersstufen hat die Mehrzahl der Spindeln 2 Pole; multi- 
polare Spindeln mit 3 und mehr Polen sind bei den jungen Tieren ver- 
haltnismaBig selten. Bei den hepatektomierten, alteren Tieren dagegen 
andert sich dies sprunghaft, indem 1/, der analysierbaren Anaphasen 
multipolare Spindeln besitzt und bei den nur 12 erfaBten Anaphasen 
des zu %/, hepatektomierten Tieres sogar 8 Anaphasen multipolare Spin- 
deln zeigen (Tabelle 3). 

Wenn wir trotz der wenigen erfaBten Anaphasen die Anzahl der- 
jeniger mit multipolaren Spindeln in Prozenten umrechnen, dann sehen 
wir, daB mit zunehmendem Alter und bei gleichzeitiger Hepatektomie 
der 6 Monate alten Tiere der Prozentsatz von Anaphasen mit aberranten 
Spindeln von 5 bis auf iiber 30% ansteigt. 


Tabelle 4. Verteilung der multipolaren Spindelbildungen in der Anaphase erwachsener 








Ratten 
Anaphase gesamt 
50 
Diploid Polyploid 
38 : 12 
3n 4n 5n 
2 9 1 








2Pole 3Pole 4Pole 2Pole 3 Pole 2Pole 4Pole 5 Pole 3 Pole 


normal 
28 8 2 1 1 4 4 1 1 


Unter den so ausgewerteten Anaphasen befanden sich insgesamt 50, 
welche die Ploidiestufe genauer erkennen lieBen und mit Hilfe derer wir 
den Zusammenhang zwischen Diploidie bzw. Polyploidie einerseits und 
multipolarer Spindelbildung andererseits genauer analysieren konnten. 
So befinden sich unter den 50 Anaphasen 38 diploide und 12 polyploide, 
wobei die diploiden zu iiber 70% normale Spindeln zeigen; als Anomalie 
finden wir 3 und 4 Pole (Tabelle 4). Unter den polyploiden Anaphasen 
erfaBten wir in der iiberwiegenden Mehrzahl tetraploide, die — soweit es 
die geringen Zahlen beurteilen lassen — sowohl zwei- wie vierpolige 
Spindeln haben; sogar einen Fall von fiinfpoliger Spindel haben wir 
beobachten kénnen. 

Aus unseren Befunden ergibt sich somit, da8 die Anaphasen, was das 
Chromosomenverhalten betrifft, auch bei regenerierenden Lebern weit- 
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gehend normal verlaufen, dagegen die multipolare Spindelbildung als 
Aberration auffallt. Wahrend sie bei den jungen, nicht hepatektomierten 
Tieren nur selten gefunden wird, tritt sie bei alteren Tieren nach Hepat- 
tektomie wesentlich haufiger auf. Diese Zunahme der multipolaren 


.Spindelbildung scheint daher in erster Linie eine Folge der Hepatektomie 


zu sein. 
4. Zweikernige Zellen 

Schon den alten Histologen (PURKINJE 1837) war bekannt, daB im 
Lebergewebe regelmaBig zweikernige Zellen vorhanden sind. Wahrend 
die bisherigen Untersuchungen (Mtnzer 1925, Ciara 1930, 1931, 
JAKOBJ 1941, Beams und Kine 1942, Nancy und Mitarbeiter 1950, 
AUBIN und BucHER 1952, BucHER 1953) sich vorwiegend mit sich nicht 
teilenden, zweikernigen Zellen beschaftigten und in den meisten Fallen 
eine Gleichheit beider Kerne bei mikroskopischer Inspektion oder bei 
Volumen-Messungen feststellen, haben wir in unserem Material auf in 
Teilung befindliche zweikernige Zellen geachtet ; sie erschienen in unseren 
Quetschpraparaten als 2 nahe beieinanderliegende Mitosen, die offen- 
sichtlich synchron miteinander verlaufen, wenn auch gelegentlich Lan- 
gendifferenzen der Chromosomen beider Metaphasen auffallen, als ware 
die eine Metaphase der anderen etwas in der Kontraktion voraus. 

Derartige, in synchroner Kernteilung befindliche zweikernige Zellen lassen sich 
iibrigens verhaltnismaBig leicht von den einkernigen Zellen unterscheiden, welche 
die von uns beschriebene ,,Genomsonderung‘ zeigen (GLAss 1956, 1957): In der 
Metaphase sind bei den zweikernigen Zellen die beiden Chromosomengruppen raum- 
lich so weit voneinander getrennt, wie dies bei der Genomsonderung nie der Fall ist. 
Sicher nur in seltenen Ausnahmefallen werden 2 urspriinglich iibereinander ge- 
legene Metaphasen zweier selbstindiger Kerne bei einem Quetschpraparat in eine 
Ebene so hineingedriickt, daB sie als eine einzige, entsprechend ,,polyploide“* Meta- © 
phase erscheinen — eventuell sogar noch mit einer ,,Genomsonderung*. 

Wir bestimmten zunachst die Anzahl der in synchronen Mitosen 
befindlichen zweikernigen Zellen in den verschiedenen Altersstufen und 
erhielten dabei Werte, die weitgehend den Schwankungen des Verhiilt- 
nisses diploider zu polyploiden Mitosen parallel laufen. In den Lebern 
der 12 Std alten Tiere befinden sich im Durchschnitt 7% der ablaufenden 
Metaphasen in zweikernigen Zellen, bei 6 Tage alten Tieren dagegen fallt 
die Haufigkeit auf etwa 4% ab (Tabelle 5). 

Bei den 6 Monate alten, hepatektomierten Tieren steigt der Anteil 
von Metaphasen, die in zweikernigen Zellen ablaufen, auf durchschnitt- 
lich 11,6% an, bei dem besonders stark, zu 3/, hepatektomierten Tier 
sogar auf 19%. 

Die Schwankungen dieser Prozentsatze innerhalb der jeweils 3 Tiere 
umfassenden, verschiedenen Altersstufen sind durchweg etwa gleich 
groB; auch die Hepatektomie scheint den Grad der Streuung nicht nach- 
weisbar zu beeinflussen. 








626 Hans Marquarpt und EBERHARD GLAss: 


Tabelle 5. Die Anzahl zweikerniger Mitosen in Abhdngigkeit vom Alter 
























































Ti Metaphi D 9, 
Nr. Alter ‘aa Petes seca % 
A 12Stunden...... 132 5 3,8 
B 12Stunden...... 184 12 6,5 
C 12Stunden...... 301 26 8,6 
617 43 7,0 
AM Otmme alt 5 So. 204 10 4,9 
BB. ame Oi 25-5 148 5 3,4 
CO) | UE age. Ol. sie s ies 107 yea 1,9 
459 17 3,7 
I 6 Monate, ?/, hepat. . . 58 6 10,3 
II | 6 Monate, ?/,hepat. . . 174 26 14,9 
III | 6 Monate, ?/;hepat. . . 139 11 7,9 
371 43 11,6 
IV | 6 Monate, 3/,hepat. . . 187 35 18,7 
Tabelle 6. Die Chromosomenzahlen in zweikernigen Zellen 
S8¢ Mégliche Kombinati = 
gai gliche Kombinationen 3 
Alter S56 s 
gas alSiofgisS{/S)/a]}as}sayaya § 
ges] a aa a a ec a) 8 - co a 2 
oO N Nn Nn ~~ a o © =) ao oc a 
12 Stunden | 43 | 2 5 | 34 2)/—);—j;—-J]—}]-J]{- 
6Tage ..]| 17] 5 1; 11 | — —{/—|;]-—-J-— 
6 Monate, 
2/,hepat. | 43] 3 3 | 29 1| — -|—> 3 4)};/—]— 
6 Monate, 
ee ae Be tee Pie ieee eee anes eed eee ee ee 
138 | 15 | 15 | 95 3|/—|—|—| 5 4|— 1 
































Die in den Metaphasen zweikerniger Zellen bestimmten Chromoso- 
menzahlen haben wir in Tabelle 6 zusammengefaft. In allen Alters- 
stufen ergibt sich iibereinstimmend, daB die normale, diploide Chromo- 
somenzahl in den beiden Metaphasen einer Zelle iiberwiegt, und daB bei 
den hepatektomierten Tieren mit ihren zahlreichen polyploiden Mitosen 
auch gelegentlich die tetraploide Chromosomenzahl in einer Zelle vor- 
kommen kann. 

Seltener sind dagegen ungleichzahlige Metaphasen, von denen wir 
zunachst nur Kombinationen diploider mit triploiden bzw. tetraploider 
mit diploiden Kernen in Teilung fanden. 

Als Ausnahmefille fanden wir schlieBlich einige Kerne, die aneuploide Zahlen 
mit 33 bzw. 34 Chromosomen in einer Zelle vereinigten ; wir werden hierauf erst in 


einer weiteren Arbeit iiber die aneuploiden Chromosomenzahlen im einzelnen ein- 
gehen kénnen. 
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AbschlieBend mu8 noch auf das Vorhandensein von Kernen mit der 
haploiden Chromosomenzahl in zweikernigen Zellen hingewiesen werden, 
und zwar befinden sich unter insgesamt 140 haploiden Kernen nicht 
weniger als 32% in zweikernigen Zellen, waihrend die restlichen 68% 
in einkernigen Zellen vorhanden sind. In 67% der Fille beobachten wir 
das Vorhandensein zweier haploider Kerne in einer Zelle, wahrend der 
verbleibende kleinere Teil der haploideri Kerne zusammen mit einem 
diploiden in einer einzelnen Zelle enthalten ist. 

Daraus ergibt sich also, daB zwar eine gewisse Tendenz vorhanden ist, 
in einer zweikernigen Zelle je ein haploides Genom je Kern zu vereinen, 
daB aber in der Mehrzahl der Fille die haploiden Kerne in einkernigen 
Zellen vorkommen. Offensichtlich ist also ein einzelnes Genom im Zell- 
kern in der Lage, in dem Verband des Lebergewebes eine Zelle voll 
funktionstiichtig und dazu noch teilungsfahig erscheinen zu lassen. Die 
naheliegende Annahme, der Nachweis von Zellkernen mit der haploiden 
Chromosomenzah! sei lediglich darauf zuriickzufiihren, daB 2 haploide 
Kerne nur in einer zweikernigen Zelle ein funktionstiichtiges Ganzes 
ergeben, ist somit nicht richtig. 


5. Das Volumen der Zellkerne 


Um einen Anschlu8 unserer Untersuchungen iiber die sich teilenden 
Zellkerne an diejenigen Publikationen zu gewinnen, die sich auf Grund 
von Kernvolumen- und DNS-Messung mit der Ploidiestufe der in der 
Leber vorhandenen Zellkerne beschaftigen, haben wir an unserem Zell- 
material ebenfalls das Kernvolumen der Leberzellkerne auf die iibliche 
Weise bestimmt, und zwar an den Lebern der einen Tag und der 6 Monate 
alten Tiere (vgl. Abb. 2, S. 652). 

Um keine iibertriebene MeBgenauigkeit vorzutaéuschen, haben wir im folgenden 
die Volumenklassen angegeben; die Klassengrenzen ergeben sich dabei aus der Um- 
rechnung der abgelesenen MeBwerte in p*. 

Bei den jungen Tieren finden wir einen Hauptgipfel in der Haufig- 
keitskurve des Kernvolumens in der Kernklasse zwischen 445—509 °, 
welcher ohne Zweifel durch Kerne mit der diploiden Chromosomenzahl] 
hervorgerufen wird. Schwachere Gipfel finden wir zunachst bei 623—687 
und 922—986 u°, was auf das Vorhandensein einer entsprechenden An- 
zahl von triploiden bzw. tetraploiden Kernen hindeutet; abgesetzt von 
der Hauptkurve erhalten wir zwischen 1041—1105 und 1220—1284 
noch einige Kerne, von denen diejenigen mit dem Volumen von 1220 bis 
1284 wu? die pentaploide Stufe darstellen kénnten, wahrend diejenigen 
mit dem Volumen von 1041—1105 y’ eine haufigere aneuploide Klasse 
zwischen der Tetra- und Pentaploidie sein miiBte. 

Bei den 6 Monate alten Tieren erhalten wir einen wesentlich anderen 
Kurvenverlauf: Der Hauptgipfel befindet sich jetzt nicht mehr bei dem 
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Diploid-Wert — hier liegt nur ein kleiner Vorgipfel —, sondern in der 
Region des Triploid- und Tetraploid-Wertes. Danach finden wir wieder 
schwache Gipfel bei 1220—1284 3, wo wir bereits bei den jungen Tieren 
den letzten Gipfel fanden, ferner zwischen 1389—1462 und 1696—1760,', 
was woh! den bei jungen Tieren nicht in nachweisbarer Haufigkeit auf- 
tretenden héheren Ploidiestufen, der Hexa- und Octoploidie, entspricht. 

Im groBen gesehen decken sich somit bei den jungen Tieren mit vor- 
herrschender Diploidie in den Zellkernen der Leber die Ergebnisse unserer 
Chromosomenzahlungen und der Schliisse aus den Kernvolumen-Messun- 
gen weitgehend. Bei den 6 Monate alten Tieren ist dies jedoch nicht der 
Fall, da in den Kernvolumen-Messungen die Tetraploidie sehr viel star- 
ker vorherrschend erscheint als bei den Chromosomenzahlungen. 


Diskussion 
1. Die Chromosomenzahlen in der Rattenleber 


Nachdem lange Zeit das so einfach erscheinende Problem der Chro- 
mosomenzahlen im somatischen Gewebe von Saugetieren infolge unzu- 
reichender Technik nicht eindeutig zu lésen war (vgl. das Sammelreferat 
von Bratty 1954), sind in neuerer Zeit in rascher Folge Arbeiten er- 
schienen, welche diese Liicke zu schlieBen versuchen. So wurden bei der 
Ratte im Endometrium als Chromosomenzahl in den Metaphasen 42 be- 
stimmt und keine gréBeren Schwankungen festgestellt als die Fehler- 
grenze beim Zahlen (Sacus 1953). Im haématopoetischen System dagegen 
enthielten Normoblasten- und Myelocyten-Mitosen vorwiegend hypo- 
diploide Zahlen zwischen 27 und 40, im Gegensatz zu den mit der Normal- 
zahl 42 versehenen Stammzellen und Promyelocyten (KinosiTa und 
Ouno 1954, dort weitere Literatur). 

In der Rattenleber wurden von Tanaka (1953) im embryonalen Zu- 
stand 80% diploide Kerne beobachtet; unsere Befunde an 12 Std alten 
Tieren mit 84% diploiden Mitosen stimmen damit gut iiberein. 48 Std 
nach Hepatektomie erwachsener Ratten betragt die Zahl diploider Mi- 
tosen bei TANAKA (1953) 35%, bei BIESELE (1944) 59% und bei Makino 
und Tanaka (1953) 66% ; bei unseren Tieren, von denen 3 zu 2/, und ein 
Tier zu 3/, hepatektomiert war, schwankte dieser Wert zwischen 28 und 
58%. Operationstechnik, Tiermaterial und allgemeiner Zustand der 
Ratten beeinflussen daher offensichtlich nicht nur in unserer Versuchs- 
serie, sondern auch in derjenigen anderer Autoren entscheidend die 
Haufigkeit diploider und abweichende Ploidiestufen zeigender Mitosen. 

Von den genannten Autoren wurden in summarischen Analysen an 
nicht diploiden Zahlen triploide, tetraploide und vereinzelte octoploide 
Metaphasen gefunden, ferner aneuploide zwischen den diploiden und 
tetraploiden Zahlen. Hypodiploide Metaphasen dagegen, wie sie vor 
allem in menschlichen Geweben gefunden wurden und heute noch in 
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ihrem Umfang umstritten sind (TrimonEN 1950, Sacus 1953, WALKER 
und BootHroyp 1954, Manna 1954, 1955), wurden nicht beschrieben. 

Unsere wesentlich umfangreicheren Zaéhlungen auf Grund einer ver- 
besserten cytologischen Technik erweitern die hier kurz zusammen- 
gefaBten Einsichten in die Chromosomenverhiltnisse der Rattenleber 
an mehreren Stellen: Zunachst konnten wir unter 1496 Metaphasen alle 
Ploidiestufen bis zur Dekaploidie nachweisen, ferner das Vorhandensein 
haploider Metaphasen in einer Haufigkeit zwischen 2 und 9% in allen 
von uns untersuchten Altersstufen. Die von uns verwendete Quetsch- 
technik sowie die groBe RegelmaBigkeit des Auftretens haploider Zellen 
schlie&t dabei nach unserer Meinung die Méglichkeit aus, daB es sich um 
einen Irrtum oder um ein nur gelegentliches Phiénomen handelt. Dazu 
kommt noch, daB selbst bei der Haiufigkeitskurve des Kernvolumens von 
Leberzellkernen nach Hepatektomie sich ein kleiner Gipfel bei dem 
haploiden Kernvolumen anzeigt. Ein ahnlich regelmaéBiges Auftreten 
haploider Zellen bei héheren Tieren ist bisher nur fiir das Mesenchym 
der Rana-Schwanzspitzen kurz mitgeteilt worden (GREEN 1953). 

Gegeniiber den Zellen mit Chromosomenzahlen, die um ganze Ge- 
nome nach oben oder unten von der Diploidie abweichen, treten die 
Zellen mit aneuploiden Chromosomenzahlen in ihrer Haufigkeit zu- 
rick, indem sie bei allen von uns untersuchten Altersstufen 14% nicht 
iibersteigen. Nur das sehr stark hepatektomierte Tier weicht mit einem 
nahezu das Doppelte des genannten Wertes betragenden Prozentsatz 
hiervon ab. 

Uber diese bisherigen, vorwiegend qualitativen Feststellungen la8t 
der Umfang unseres Materials und die Genauigkeit der Chromosomen- 
zahlungen bei unserer Technik noch Aussagen tiber die Konstanz der 
Chromosomenzahl-Haufigkeiten und ihre charakteristischen Verschieden- 
heiten in verschiedenen Altersstufen zu. 

Entstehen im Laufe der Differenzierung eines Gewebes Kerne mit 
anderen Chromosomenzahlen als mit dem diploiden Satz, dann sind 2 
verschiedene, entgegengesetzte Endzustiinde ergebende Moglichkeiten 
denkbar: Entweder kommen die abweichenden Chromosomenzahlen 
durch Anomalien der Mitose oder durch bald seltenere, bald haufigere 
Endomitosen zustande. In diesem Fall mu8 die Zahl der auftretenden 
Ploidiestufen und der aneuploiden Kerne in weiten Grenzen schwanken. 
Oder aber es wird in verschiedenem Alter des Tieres durch irgendwie 
gesteuerte Vorginge bei der Organentwicklung ein bestimmtes Kern- 
bzw. Mitosemuster hergestellt oder mindestens angestrebt. Unter diesen 
Voraussetzungen weichen dann die Haufigkeiten der Mitosen mit ver- 
schiedenen Chromosomenzahlen bei Tieren desselben Alters wesentlich 
weniger voneinander ab und es stellt sich jeweils ein Standard-Haufig- 
keitsverhaltnis ein. 
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Unsere Ergebnisse lassen mit voller Eindeutigkeit erkennen, daB die 
zweite Méglichkeit in der Rattenleber realisiert ist, denn wir haben 
bei den 12Std und den 6Tage alten Tiergruppen zwar indivi- 
duelle Schwankungen von Tier zu Tier, die aber auffallig gering sind, 
vor allen Dingen was die Haufigkeit der haploiden und der polyploiden 
Chromosomenzahlen betrifft; etwas gréBer sind die Abweichungen bei 
der aneuploiden Kerngruppe der 12 Std alten Tiere. An dieser Stelle 
mu8 aber auf eine von uns so weitgehend als méglich ausgeschaltete 
Schwierigkeit hingewiesen werden, die bei einer Analyse der Chromo- 
somenverhialtnisse junger Tiere kurz nach der Geburt, gegeben ist. Es 
befinden sich in den jungen Lebern eine groBe Anzahl von unreifen Blut- 
zellen, die z. T. Kernteilungen durchlaufen. Es ist in unseren Quetsch- 
praparaten — vor allem wegen der Technik der Vorbehandlung — nicht 
immer méglich, die beiden in Teilung befindlichen Kerntypen auseinander- 
zuhalten; unsere Ergebnisse an 12 Std alten Tieren kénnen daher even- 
tuell durch Teilungsbilder unreifer Blutzellen verfalscht sein. 

Selbst bei den hepatektomierten, 6 Monate alten Ratten mit ihren 
etwas gr6Beren Schwankungen in der Haufigkeit einzelner Kernklassen 
1éBt sich das Vorhandensein eines durch den Umfang des operativen 
Eingriffes zweifellos modifizierbaren Mitosemusters nicht tibersehen. 

Noch deutlicher kommt die GesetzmaBigkeit, mit der bestimmte 
Chromosomenzahlen in der Rattenleber auftreten, innerhalb der Gruppe 
der Aneuploiden zum Ausdruck, indem hier ganz bestimmte Aneuploid- 
zahlen gegeniiber anderen, prinzipiell zunaichst ebenso méglichen, stark 
bevorzugt werden und so ihrerseits auf geregelt ablaufende Mechanismen 
hinweisen, durch die sie entstehen. Wir werden in einer spiteren 
Arbeit auf diese besonderen Haufigkeitsverhaltnisse bei den aneuploiden 
Mitosen einzugehen haben. 

SchlieBlich konnte durch unsere Untersuchungen die bereits bei den 
friiheren Arbeiten iiber die Chromosomenzahlen in der Rattenleber 
deutlich werdende Tendenz mit einem umfangreicheren Material unter- 
baut werden, nach der im Laufe der Leberentwicklung zunachst die 
polyploiden Zellen auf Kosten der normalen diploiden zunehmen; dies 
gilt auch fiir die aneuploiden Chromosomenzahlen mit der Einschrankung, 
daB durch eine Hepatektomie zu ?/, ihre Zahl nicht wesentlich erhéht 
wird, was aber bei dem einzelnen, zu 3/, hepatektomierten Tier der Fall ist. 

VerhaltnismaBig konstant erweist sich die Haufigkeit der haploiden 
Zellen; die nach einer deutlichen Zunahme zwischen 12 Std und 6 Tagen 
ihren Wert von 8—9% beibehalten, ohne auf eine stérkere Hepatektomie 
zu reagieren, wie dies praktisch alle anderen Kernklassen in ausgespro- 
chenem MaBe tun. 

Der Nachweis von triploiden, penta-, hexa- und heptaploiden 
Kernen, von ganz bestimmten aneuploiden Chromosomenzahlen so- 
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wie das Vorhandensein eines Mitosemusters an Stelle eines mehr 
oder weniger zufalligen Zahlenmosaiks macht es unwahrscheinlich, daB 
die bisher bekannten Mechanismen einer Entstehung von Kernen mit 
abweichenden Chromosomenzahlen bei der Leberentwicklung ausreichen : 
Durch die zweifellos vorhandenen Endomitosen entsteht zwar mit 
Sicherheit der Tetraploiden-Anstieg auf 20% bei den 6 Monate alten 
Tieren, gegeniiber nur 9 bzw. 3% der triploiden und pentaploiden Meta- 
phasen; ebenso diirfte der kleine Octoploiden-Gipfel endomitotisch be- 
dingt sein. Die Mannigfaltigkeit der tibrigen Euploidie- und Aneuploidie- 
stufen, die sich nicht von Endomitosen ableiten lassen, kann nach unseren 
Anaphase-Untersuchungen mit Sicherheit nicht ausschlieBlich auf Fehl- 
verteilungen abnorm verlaufender Mitosen beruhen. 

Zwar haben wir in den verhaltnismaBig haéufigen multipolaren Spin- 
deln in polyploiden Mitosen einen Weg kennengelernt, wie aus einem 
polyploiden Kern 2 zweikernige Zellen entstehen kénnen, von denen 
jeder den halben Chromosomensatz des Ausgangskerns besitzt. DaB da- 
bei der hier angenommene Zusammenhang zwischen der Zahl der poly- 
ploiden Mitosen und der zweikernigen Zellen tatsichlich besteht, laBt 
sich an den 6 Tagen alten Tieren zeigen; sie besitzen eine deutlich ge- 
ringere Zahl polyploider Mitosen (Tabelle 1) und gleichzeitig einen ent- 
sprechenden Riickgang der Zahl von zweikernigen Zellen in Mitose. 

Welche zusatzlichen Méglichkeiten einer Herauf- und einer Herab- 
regulierung der Chromosomenzahl in Betracht gezogen werden kénnen, 
haben wir auf Grund der von uns an demselben Material erarbeiteten 
,,Genomsonderung“ in einer vorhergehenden Untersuchung diskutiert 
(GiAss 1957), die hier vorgelegten Befunde bringen keine dariiber hinaus- 
gehenden Ergebnisse. 


2. Chromosomenzahl- Bestimmung und Kernvolumen 

Unsere in enger Anlehnung an friihere Untersuchungen durchgefiihr- 
ten Messungen des Kernvolumens bestitigten zunachst die bekannten 
Ergebnisse, nach denen mindestens 3 Kernklassen unter den nicht in 
Teilung befindlichen Zellkernen nachweisbar sind, die diploide, tetra- 
ploide und octoploide Stufe (MtnzEeR 1925, Jakoss 1925, 1941, CLaRa 
1930, 1931, HotMGREN und CasPaRson 1934, Witson und LE Duc 1948, 
Hetwic-LarsEN 1952, GRUNDMANN 1954). Bei den jungen Tieren hoben 
sich auBerdem noch 2 kleinere, wahrscheinlich auf eine triploide und auf 
eine pentaploide Kernklasse zuriickfiihrbare Gipfel ab. 

Im ersten Augenblick ware man nun geneigt, einen weitgehend 
parallelen Verlauf der Haufigkeitskurve von Kernvolumen-Messungen 
einerseits und von Chromosomenzahl-Bestimmungen andererseits an- 
zunehmen und auf Grund der eindeutigen Chromosomenzahl-Bestim- 
mungen abzuschiatzen, wie genau durch die Messung des Kernvolumens 
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die einzelnen diploiden, polyploiden und aneuploiden Kernklassen 
zu erfassen sind. 

Eine derartige Auffassung scheint zunadchst bei den jungen Tieren 
méglich zu sein, denn wenn wir die Haufigkeit der einzelnen Kernvolu- 
menklassen und gleichzeitig die verschiedenen Polyploidiestufen auf einer 
Abszisse und die jeweiligen Kernhaufigkeiten auf einer Ordinate ein- 
tragen, dann stimmen die Haufigkeitskurven der Kernvolumina und der 
Chromosomenzahlen bis zum diploiden Gipfel zunaichst gut miteinander 
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iiberein (Abb. 2), danach aber pragen sich beim Kernvolumen die tri- 
ploide, tetraploide, eventuell eine aneuploide und schlieBlich die penta- 
ploide Stufe durch kleine Gipfel deutlich aus, welche bei der Kurve der 
Chromosomenzahl-Haufigkeit vollsténdig fehlen. Das kann aber nur so 
verstanden werden, da von den triploiden und tetraploiden Kernen eine 
geringere Anzahl als von den diploiden sich zu teilen vermag, und daher 
durch die Chromosomenzahlungen in der mitotischen Metaphase weniger 
polyploide Kerne erfaBt werden, als in dem Gewebe tatsichlich nicht 
teilende, polyploide Kerne vorhanden sind. 

Dieser Tatbestand pragt sich geradezu iiberdeutlich in dem Gegen- 
satz beider Kurven bei den 6 Monate alten, hepatektomierten Tieren aus 
(Abb. 2). Hier haben wir bei den Chromosomeazahlungen einen ausge- 
sprochenen Gipfel im Bereich der Diploidie, der bei den Kernvolumina 
nur unscharf sich abhebt, umgekehrt fehlt der steile Tetraploidengipfel 
der Volumen-Kurve bei den Chromosomenzahlen. Daraus muf wieder 
gefolgert werden, daB trotz einer verhaltnismaBig geringen Zahl diploider 
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Kerne gerade diese bevorzugt teilungsfaihig sind, wahrend fiir die wesent- 
lich gr6Bere Zahl von tetraploiden Zellen eine viel geringere Wahrschein- 
lichkeit besteht, zu einem bestimmten Zeitpunkt gerade eine Mitose zu 
durchlaufen. 

Sobald wir also in einem Organ eine gréBere Anzahl nicht diploider 
Zellen und Kerne haben, fallt demnach Kernmuster und Mitosemuster, 
die wir durch DNS- und Volumen-Messungen oder durch Chromosomen- 
zahlungen erfassen, mit steigendem Umfang der Polyploidie und Aneu- 
ploidie auseinander. Es darf daher von dem Mitosemuster nicht unmittel- 
bar auf das Kernmuster und umgekehrt geschlossen werden, wir miissen 
vielmehr dabei die Tatsache beriicksichtigen, da8B offensichtlich die 
diploiden Zellen wesentlich teilungsbereiter sind als die polyploiden, und 
so bei Chromosomenzahlungen eine ganz andere Haufigkeit erfaBt wird, 
als wenn wir nicht teilende Zellen beriicksichtigt hatten. 

Bei den voneinander so weit abweichenden Kurven der 6 Monate 
alten, hepatektomierten Tiere diirfen wir weiterhin nicht vergessen, daB 
wir nach 48 Std, also zur Zeit der eben angelaufenen Regeneration fixiert 
haben. Hierbei kénnen 2 Méglichkeiten unterschieden werden: es ver- 
liuft entweder die Regeneration von dem gerade zur Teilung bereit- 
stehenden Kernmaterial aus verhaltnismaBig ungerichtet. Dann kommt 
es zu Mitosen praktisch aller vorhandenen euploiden und aneuploiden 
Kernklassen, es mu8 mit zahlreichen Mitoseanomalien gerechnet werden 
und aus dem so entstehenden Angebot von Kernen mit den verschieden- 
sten Chromosomenzahlen werden schlieBlich diejenigen herausselektio- 
niert, die dem typischen Kernmuster der Leber entsprechen. 

Die zweite, extreme Méglichkeit ware die, da8 von vornherein nur 
die besonders teilungsbereiten diploiden und tetraploiden Kerne an der 
Regeneration sich beteiligen, wahrend die anderen euploiden und an- 
euploiden Stufen sehr viel seltener in Mitose eintreten. Auf diese Weise 
kame dann, eventuell unter nachfolgender Endomitose der diploiden 
Kerne das typische, die Tetraploidzahl so sehr bevorzugende Kernmuster 
zustande, wie wir es aus nicht hepatektomierten, erwachsenen Tieren 
kennen. 

Unsere Befunde deuten auf ein Zwischenverhalten zwischen den ge- 
nannten Extremen hin: Auf der einen Seite wird fiir den Aufbau eines 
typischen Kernmusters dadurch gesorgt, daB vorwiegend die diploiden 
Kerne Mitosen durchfiihren, aus denen durch Endomitose die tetraploide 
Regelklasse hergestellt wird, ferner, daB auch tetraploide Kerne in gréBe- 
rer Haufigkeit sich teilen. Auf der anderen Seite deutet die so auffallige 
Zunahme der aneuploiden Mitosen bei zunehmender GréBe des entfernten 
Leberstiickes darauf hin, da8 durch den operativen Eingriff auch Zellen 
zur Mitose kommen kénnen, von deren Tochterzellen kein Weg zur vor- 
herrschenden tetraploiden Regelklasse fihrt. 
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Bei einem Vergleich des Mitosemusters nach Hepatektomie und des 
Kernmusters, vor allem eines solchen von nicht operierten Lebern, miis- 
sen wir daher stets an das Vorhandensein von Regenerationsmitosen den- 
ken, deren Tochterzellen bei dem Aufbau der neuen Leber wieder heraus- 
selektioniert werden. Auch aus derartigen Griinden heraus werden sich 
die Haufigkeitskurven von Mitosen und nicht teilenden Kernen von- 
. einander unterscheiden miissen. 


Zusammenfassung 

1. Es wurden an 1496 Metaphasen die Chromosomenzahlen in den 
Leberzellen 12 Std, 6 Tage und 6 Monate alter Ratten — die letzteren 
48 Std nach partieller Hepatektomie — untersucht. 

2. Die in den verschiedenen Altersstufen vorhandenen Chromosomen- 
zahlen — Kerne mit haploiden, diploiden, triploiden bis 10-ploiden sowie 
mit aneuploiden Chromosomenbestaénden — scheinen nicht vom Zufall 
bestimmt, sondern es ist jeweils ein charakteristisches ,,Mitosemuster‘‘ 
vorhanden. Der Eingriff der Hepatektomie und ihr Umfang beeinfluBt 
die Zusammensetzung des Mitosemusters. 

3. Mit zunehmendem Alter nehmen vor allem die polyploiden, aber 
auch die aneuploiden Mitosen zu, ohne daB dabei das Verhialtnis diploider 
zu polyploiden Mitosen weiter als 1:1 zuungunsten der Diploiden ver- 
schoben wird. Der Prozentsatz haploider Kerne steigt nur von den 12 Std 
zu den 6 Tage alten Tieren. 

4. Die Anaphasen verlaufen verhaltnismaBig normal, auch bei partiell 
hepatektomierten Tieren, doch treten nach diesem Eingriff vor allem 
multipolare Spindeln auf. 

5. Die Haufigkeit der in Metaphase befindlichen, zweikernigen Zellen 
betragt bei 12 Std alten Tieren 7%, bei 6 Tage alten 4% und steigt bei 2/, 
bzw. °/, hepatektomierten Tieren auf 11,6 bzw. 19%. Am haufigsten finden 
sich 2 diploide Metaphasen in einer Zelle, seltener 2 polyploide oder 
Kombinationen verschiedener Ploidiestufen, sehr selten 2 aneuploide 
Metaphasen. 

6. Nur 32% der haploiden Metaphasen befinden sich in zweikernigen 
Zellen, die iibrigen in einkernigen Zellen. In etwa 1/, der zweikernigen 
Zellen mit haploiden Kernen ist je ein haploider mit einem diploiden 
kombiniert. 

7. In Ubereinstimmung mit alteren Befunden zeigen die Messungen 
des Kernvolumens bei jungen Tieren einen Hauptgipfel bei der diploiden 
Kernklasse, ein entsprechend schwacherer 3n-, 4n- und 5n-Gipfel 1aBt 
sich ebenfalls feststellen, zwischen der 4n- und 5n-Stufe deutet sich noch 
ein schwacher Gipfel einer haufigeren, vermutlich aneuploiden Stufe an. 

8. Bei 6 Monate alten Tieren liegt dagegen der Hauptgipfel bei den 
3n- bzw. 4n-Werten, oberhalb eines schwachen 5n-Gipfels finden wir 
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gerade noch nachweisbare Gipfel, die wir als 6n- und 8n-Stufe deuten 
k6nnen. 

9. In der Diskussion wurden die Befunde mit alteren Beobachtungen 
konfrontiert und abgeleitet, daB das von uns beobachtete Mitosemuster 
auBer durch Endomitose noch durch zusatzliche Mechanismen ent- 
stehen muB, wobei Anaphasestérungen nur begrenzt bedeutungsvoll sein 
kénnen. 

10. Der Vergleich des Musters sich nicht teilender Kerne (bestimmt 
durch Volumen-Messungen) mit dem Mitosemuster (bestimmt durch 
Chromosomenzahlungen in der Metaphase) zeigt, daB vor allem bei 6 Mo- 
nate alten Tieren sehr viel mehr diploide Kerne sich teilen als ihrer Hau- 
figkeit im Teilungsruhe-Zustand entspricht. Kernmuster und Mitose- 
muster miissen daher nicht zusammenfallen. Im Mitosemuster iiber- 
wiegen die diploiden Kerne, im Kernmuster dagegen die polyploiden 


Kernklassen. 
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Aus dem Botanischen Institut der Universitat Wien 


UBER KERNSTRUKTUREN IN DEN ENDOPOLYPLOIDEN 
ANTIPODEN VON CLIVIA MINIATA 


Von 
ELISABETH TSCHERMAK-WOESS 


Mit 11 Textabbildungen 
(Eingegangen am 26. Januar 1957) 


Wahrend verschiedene andere Organe und Gewebe der Angiospermen 
in bezug auf ihre karyologische Anatomie schon ausgiebig und verglei- 
chend untersucht worden sind (zusammenfassend zuletzt D’AMATO 1952, 
GEITLER 1953, TscHERMAK-WoEss 1956a), liegen iiber die Samenlage 
relativ wenige Befunde vor. Man konnte jedoch auf Grund dlterer An- 
gaben von seiten der Embryologie annehmen, daB gerade bestimmte 
Zellen im Bereich des Embryosackes hoch endopolyploid werden. Dies 
bestatigte sich auch im Zuge der bisher vorliegenden Untersuchungen 
(GEITLER 1941, S. 27ff. iitber Lupinus, 1948/50, 1955; Duncan und Ross, 
Swirt 1950; Sterren 1955, 1956; HastrscuKa; HastrscHKA-JENSCHKE; 
TSCHERMAK-Wokss 1956b, 1957). AuBerdem finden sich in diesem Be- 
reich verschiedenartige, sehr bemerkenswerte Abwandlungen der Struk- 
tur der endopolyploiden Ruhekerne, wie sie von anderen Geweben nicht 
oder nicht so deutlich ausgepragt bekannt sind. Die auffallendsten 
Modifikationen bestehen darin, daB in manchen endopolyploiden Kernen 
relativ deutlich spiraliserte Ruhekernchromosomen auftreten und in 
anderen die weitgehend gestreckten Chromosomen zu Biindeln nach dem 
Muster der Riesenchromosomen der Dipteren vereinigt sind (GEITLER 
1955; HasrrscuKka ; HASITSCHKA-JENSCHKE; TSCHERMAK-WOEsS 1956b, 
1957). Das Bestreben, solche Kernstrukturen, wenn méglich auch bei 
anderen Arten zu analysieren, gab den Anla8 zu den vorliegenden Unter- 
suchungen. 

Bei den Amaryllidaceen kommen nach der zusammenfassenden Dar- 
stellung von ScunaRF (1929) im allgemeinen groBe Antipoden mit 
hypertrophierten, chromatinreichen Kernen und nach ScunarrF (1941) 
bei Clivia auBerdem auch stark heranwachsende Synergiden vor. Die 
letzteren lieBen sich mit Hilfe der unten geschilderten — fiir die Analyse 
der Feinstruktur der Kerne allein brauchbaren — Methodik nicht unter- 
suchen; nach Original-Schnittpriparaten von ScHnaRF! gewinnt man 
jedoch den Eindruck, daB sie nicht hoch endopolyploid werden und daB 


1 Diese wurden mir von Fraulein R. WUNDERLICH freundlichst zur Verfiigung 
gestellt. 
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ihre Kerne keine bemerkenswerten Strukturen zeigen. Dagegen konnten 
die Antipoden unversehrt bloBgelegt und ihre Kerne eingehender analy- 
siert werden. Zu einem naheren Studium der pflanzlichen Riesenchromo- 
somen, welches wohl von besonderem Interesse ist, eignet sich Clivia 
allerdings nicht, da die ,,Riesenchromosomen‘ meist relativ locker ge- 
baut sind und dazu sehr dicht liegen!. Trotzdem lohnt es sich wohl, die 
Verhaltnisse bei dieser Art zu behandeln, da iiber die Strukturmodifi- 
kationen, die endopolyploide Kerne erfahren kénnen, noch sehr wenig 
bekannt ist und man erst bei Vorliegen eines gréBeren Tatsachenmaterials 
auf die kausalen Zusammenhange schlieBen kann. 


Material und Methodik 


Die Mehrzahl der untersuchten Pflanzen gehért seit vielen Jahren zum Bestand 
der Gewachshauser des Botanischen Institutes und Gartens der Universitat Wien. 
Sie stellen offenbar reine Clivia miniata dar. Bei einigen spater angeschafften Exem- 
plaren diirften jedoch andere Formen eingekreuzt sein, was sich in der gréBeren 
Breite der Laub- und Bliitenblatter, in der intensiveren Farbung der letzteren und 
in einer gewissen nicht naher bestimmten Sterilitaét des Pollens und der Samen- 
anlagen auBert (in den sterilen Samenanlagen werden keine Embryosicke ausge- 
bildet). Im Wachstum der Antipoden und im Bau ihrer Kerne stimmen die offenbar 
hybriden mit den iibrigen Pflanzen jedoch véollig iiberein. 

Befriedigende Fixierungsresultate lieBen sich erzielen, indem nicht iibermaBig 
diinne Handschnitte quer durch den Fruchtknoten von Knospen und von Bliiten 
wahrend und nach dem Erbliihen gelegt und die so gewonnenen Scheiben méglichst 
rasch in Alkohol-Eisessig 1:3 gebracht wurden. Nach der Farbung in Orceinessig- 
siure wurden die Antipoden in einem Gemisch von Orceinessigséure und 45 %iger 
Essigsiure unter dem Prapariermikroskop bloBgelegt; sie lassen sich zu dritt oder 
einzeln ablésen oder sehr haufig mitsamt der Wand des Embryosackes aus den 
Samenanlagen herausziehen. 


Ergebnisse 

Das endomitotische Wachstum der Antipoden von Clivia miniata 
bleibt hinter dem von Papaver (HastrscHKA) und Aconitum (TSCHERMAK- 
Wosss 1956b) deutlich zuriick, was schon die rein visuelle Beobachtung 
ergibt. Dies bestiatigt sich auch im Zuge stichprobenartiger volumetri- 
scher Untersuchungen, die fiir 32-Ploidie der Kerne ausgewachsener 
Antipoden sprechen und trotz der geringen Anzahl von Messungen 
(durchschnittlich 3 Kerne je Polyploidiestufe) das tibliche rhythmische 
Wachstum anzeigen. Die Polyploidisierung der Antipoden setzt offen- 
sichtlich unmittelbar im AnschluB an die Fertigstellung des haploiden 
S8kernigen Embryosackes ein, das ist in relativ jungen Knospen, die 
schaétzungsweise 8—10 Tage vor der Anthese stehen (in einem Fall bei 


1 Die pflanzlichen Riesenchromosomen stimmen zwar in bestimmten Punkten 
mit den tierischen iiberein, doch fehlt ihnen — soweit bisher bekannt — der regel- 
maBige Scheibenbau. Dieser Unterschied soll in der Bezeichnung pflanzliche 
Riesenchromosomen oder ,,Riesenchromosomen‘‘ zum Ausdruck gebracht werden 
(vgl. TscHERMAK-WoEss 1956b, 1957). 
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einer Knospenlainge von 45 mm, wihrend Knospen knapp vor dem Off- 
nen 62 mm mafen, andere Pflanzen hatten durchgehend etwas kiirzere 
Knospen). Zur Zeit des Erbliihens sind die Antipoden schon fast aus- 
gewachsen; nach der Entfaltung der Bliiten machen sie héchstens noch 
einen Polyploidisierungsschritt durch, bleiben aber lange, namlich 
3—4 Wochen mehr oder minder unverandert erhalten, ehe es ungefahr 
zur Zeit des Abbliihens zur Degeneration kommt. — Die 3 Zellen des 
Antipodialapparates vergr6Bern sich gewéhnlich in gleichem MaB, wobei 
héchstens Unterschiede um schatzungsweise eine Polyploidiestufe zu- 
stande kommen. Normalerweise bleiben sie einkernig: unter rund 500 
enthielten nur 5 Antipodenzellen zwei vollstaéndig getrennte Kerne und 





Abb. la—c. Clivia miniata. a Diploider Ruhekern mit lockeren Chromozentren aus dem 
Blattmesophyll (Polfeld in der Aufsicht). bu. c Wahrscheinlich diploider Kern mit groBem 
Nucleolus aus einer jungen Antipode (Polfeld in Seitenansicht im Bild rechts, Aufbau etwas 
lockerer als bei dem Kern der Abb. a). — Alkohol-Eisessig, Orceinessigsiure. 
Phot. Vergr. 1600fach 


in 3 Antipoden fanden sich 2 durch eine Briicke verbundene Kerne. Da 
jeder der beiden Kerne einen vollstandigen einfachen Satz von ,,Riesen- 
chromosomen“ besa (vgl. unten), mu8 man annehmen, daB es vor dem 
Beginn der endomitotischen Polyploidisierung zu einer mitotischen Kern- 
teilung gekommen war, die in einigen Fallen nicht zur vollstandigen 
Trennung der Tochterkerne gefiihrt hatte. 

Was den Kernbau betzifit, so fallt es auf, daB es bei Clivia kein kom- 
paktes Heterochromatin gibt; die diploiden Kerne — etwa aus der Sa- 
menanlage oder aus dem Blattmesophyll — enthalten vielmehr eine 
gleichmaBige, kérnige euchromatische Grundstruktur und weiters in 
einem Polfeld einander genéhert und zum Teil auch in Verbindung 
stehend kleine Areale aus dicht beisammenliegénden, aber nicht mitein- 
ander verklebten Kérnchen (Abb. 1a); diese Areale stellen locker gebaute 
Chromozentren dar und stammen offenbar von den proximalen hetero- 
chromatischen Abschnitten, die sich an allen Chromosomen befinden. — 
Letzteres wurde im Fall von Clivia zwar nicht an den mitotischen Chro- 
mosomen, sondern nur an den ,,Riesenchromosomen“ festgestellt (vgl. 
unten); da jedoch nach den Beobachtungen an Papaver (HASITSCHKA 
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640 ELisaBEety. TSCHERMAK-Woxss: 





Abb. 2. Clivia miniata; endopolyploider Ruhekern aus einer Antipode mit 11 Endochromo- 
zentren und gleichméBig verteiltem Euchromatin. — Alkohol-Eisessig, Orceinessigséure. 
. Phot. Vergr. 1600fach 








Abb. 3. Clivia miniata; Antipodenkern mit typisch »Ri hromosomen“* (durch ¥ 
Abschnitt mit Scheibenbau markiert). — Alkohol- -Eisessig, Orceinessigséure. 
Phot. Vergr. 1600fach 
1956) und Rhinanthus (TscHERMAK-WoOESS 1957) die,,Riesenchromo- 
somen‘‘ mit den mitotischen Chromosomen in der Verteilung von 
Euchromatin und Heterochromatin erwartungsgemaB iibereinstimmen, 
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so kann man wohl weiterhin die methodisch einfachere Analyse der 
,,Riesenchromosomen‘‘ zugrunde legen. — Die Zahl der Areale 1aBt sich 
ihrer dichten Lage wegen in den diploiden Kernen nicht genau bestim- 
men, sie betrigt aber jedenfalls haufig mehr als 11. Die héchstmégliche 
Zahl von 22 (2n= 22!) wird anscheinend nie erreicht, da infolge der 
Raumverhiltnisse sich 
regelmaBig einige Areale 
zu Sammelchromozen- 
tren vereinigen. 


Von den endopoly- 
ploiden Antipode zeigt 


mit einer Struktur, wie 
sie nach dem Bau der 
diploiden Kerne unddem 
in anderen Geweben iib- 
lichen Verhalten bei der 
endomitotischen Poly- 
ploidisierung zu erwar- 
ten ist; die euchroma- 
tischen K6rnchen (Chro- 
momeren?) sind also 
entsprechend der Volu- 
menzunahme des Ker- 
nes vermehrt und gleich- 
maBig iiber den Kern- 
raum verteilt, wahrend 
die heterochromatischen 
Areale nicht an Zahl, 
sondern nur an GréBe Abb. 4. Clivia miniala; Antipodenkern mit 2. T. locker 








h n a gebauten _,, Ri “« (Spindelansatzstelle 
=o also Endo durch | und ,,Scheibe‘ durch ¥ markiert). — Alkohol- 
chromozentren darstel- Risessig, Orceinessigsiure. Phot. Vergr. 1600fach 


len (Abb. 2). Ihre Zahl 

betragt 9—11, mitunter auch weniger als 9; sie entspricht also der in den 
jungen Antipoden gegebenen haploiden Chromosomenzahl oder ist infolge 
Bildung von Sammelendochromozentren etwas niedriger. So wie in den 
diploiden Kernen besteht eine deutliche Polfeldanordnung. Dieser Bau 
ist so zu verstehen, da8 die endomitotisch aus einem Ausgangschromosom 
hervorgegangenen Tochterchromosomen in den proximalen heterochro- 
matischen Teilen eng vereinigt bleiben, in den euchromatischen da- 
gegen getrennt verlaufen. An den Endochromozentren fallen iibrigens 
Unterschiede in der Form auf: sie sind zumeist radiar gebaut, gelegent- 
lich aber auch stabférmig; letzteres geht offenbar auf eine Parallel- 
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orientierung der heterochromatischen Abschnitte der Tochterchromo- 
somen zuriick. 

Die Biindelung, die bei den zuletzt erwahnten Kernen nur die hetero- 
chromatischen Regionen erfaBt, erstreckt sich bei einem anderen Kern- 
typus — der bei ungefahr einem Fiinftel der Antipoden auftritt — auch 
auf die euchromatischen Teile. Sie bleibt aber im Vergleich zum Ver- 
halten von Papaver (HasttscHKA) und Rhinanthus (TscHERMAK-WOESS 
1957) und im Vergleich zu den typischen ,,Riesenchromosomen“ von 
Aconitum (TSCHERMAK- 
Woess 1956b) zumeist rela- 
tiv locker (Abb. 4, 7a, 8), so 
da8 man nur von atypischen 
,,Riesenchromosomen“ spre- 
chen kann. Nur in wenigen 
Kernen besteht eine durch- 
gehende engere Biindelung 
(Abb. 3, 7b). Immerhin lassen 
sich 11 — sei es atypische 
oder typische ,,Riesenchro- 
mosomen“ auszahlen, laBt 
sich in der Regel die Spin- 
delansatzstelle als Unterbre- 
chung oder EHinschniirung 
in den heterochromatischen 
Teilen erkennen (Abb. 4, 64, 
Abb. 5. Clivia miniata; noch nicht ausgewachsener 7a, b) und stellenweise im 
Antipodenkern (Polfeld im Bild unten, ,,Riesen- Heterochromatin auch eine 
ehromosomen'\ an den  Enden nicht vollstindle Andeutung eines Scheiben- 

Orceinessigséure. Phot. Vergr. 1600fach baues beobachten (Abb. 3}, 

Abb. 4}, Abb. 7a, b). Langs- 
reihen von Chromomeren und damit Abschnitte von Einzelchromosomen 
sind weniger deutlich als bei den bisher untersuchten Arten — besten- 
falls noch an den Chromosomenenden zu erkennen. Auer dem proxi- 
malen Heterochromatin gibt es bei einigen Chromosomen auch locker 
gebautes, nicht ganz distales und dieses steht bei wahrscheinlich 2 ,,Riesen- 
chromosomen“ mit dem oder den Nukleolen in Verbindung (Abb. 8‘). 
Anzeichen einer besonders erhéhten Produktion und Ansammlung von 
Nukleolarsubstanz an anderen als den angestammten SAT-Zonen wie bei 
Rhinanthus (TscHERMAK-WOESS 1957) finden sich nicht. Mehr la8t sich 
nicht aussagen, da eine eingehendere Analyse angesichts des wenig iiber- 
sichtlichen Baues der Kerne nicht aussichtsreich erschien. 

Ein groBer Prozentsatz (naémlich ungefaéhr 37%) der Antipoden ent- 
halt schlieBlich endopolyploide Kerne, die eine Mittelstellung zwischen 
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dem zuerst beschriebenen Typus mit gleichmaBiger euchromatischer 
Struktur und Endochromozentren einerseits und dem Typus mit ,, Riesen- 
chromosomen“ andrerseits einnehmen, wobei alle Uberginge anzu- 





Abb. 6. Clivia miniata; Antipodenkern mit lockeren, miteinander in den Endabschnitten 
in Verbindung stehenden atypischen ,,Riesenchromosomen“ (Spindelansatzstelle eines 
»»Riesenchromosoms markiert). — Alkohol-Eisessig, Orceinessigsdéure. Phot. Vergr. 1600fach 
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Abb. 7a u. b. Clivia miniata; a Kern aus einer vollentwickelten Antipodenzelle mit locker 
gebauten ,,Riesenchromosomen“; b ,,Riesenchromosom aus einer anderen Antipode. — 
Alkohol-Eisessig, Orceinessigsdéure 


treffen sind. Haufig setzt sich offenbar die Biindelung von den proxi- 
malen heterochromatischen Teilen noch in die angrenzenden euchromati- 
schen fort, um sich gegen die Enden zu mehr und mehr aufzulésen; die 
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Endabschnitte benachbarter ,,Riesenchromosomen‘ sind dann férmlich 
miteinander verwoben und nicht mehr klar voneinander abzugrenzen 
(Abb. 5, 6, 9). 

Neben den bisher geschilderten Strukturen, die den Ruhekernzustand 
reprasentieren, st6Bt man bei rund 2% der heranwachsenden Kerne auf 
einen Bau, der in Analogie zu eingehender behandelten Fallen (TscHEr- 
MAK-WoEss und HasiItscHKA, DEUFEL, TSCHERMAK-WoEss 1954; Do- 
LEZAL und TscHERMAK-WOESS, STEFFEN 
1955, 1956; ScHLICHTINGER) wohl dem 
endomitotischen Strukturwechsel zuzu- 
ordnen ist. Er ist dadurch gekennzeich- 
net, daB der Unterschied zwischen Euchro- 
matin und Heterochromatin ausgeglichen 
ist und die Kerne homogen kérnig 
erscheinen (Abb. 10). Die Auflockerung 
der Endochromozentren, zu der es dabei 
kommt, spielt sich offenbar nicht immer 
in allen Endochromozentren streng syn- 
ri chron oder vielleicht manchmal mit ge- 

~ ringen graduellen Unterschieden ab, da 
Abb. 8. Olivia miniaia; Antipo- man. mitunter noch die Reste eines dich- 


denkern mit 11 ,,Riesenchromo- 


somen“ (schematisch dargestellt,  teren Areals vorfindet. — Ubrigens schwin- 
heterochromatische Abschnitte a ‘ . 
punktiert, Nukleolus-assoziiertes Gen auch in degenerierenden Kernen die 


Heterochromatin durch Pfeil be- Endochromozentren allmahlich, doch ist 
zeichnet). — Alkohol-LHisessig, 





Orceinessigsiure dann die Struktur mehr fadig und leicht 
: schmierig und daher nicht mit der Endo- 
mitosestruktur zu verwechseln. — Der Strukturwechsel wurde so- 


wohl in Kernen mit Endochromozentren wie in Kernen des Uber- 
gangstypus (vgl. oben) beobachtet. 


Diskussion 


Wenn auch die Verhaltnisse in den Kernen des Antipodialapparates 
von Clivia nichts prinzipiell Neues im Vergleich zu den bisher mit neuen 
Methoden und eingehender behandelten Arten zeigen, so verdienen sie 
insofern Interesse, als sie sehr klar und in einer liickenlosen Reihe alle 
Ubergiinge zwischen den endopolyploiden Kernen vom Typ der Endo- 
chromozentrenkerne bis zum Typ der Kerne mit ,,Riesenchromosomen ‘‘ 
zeigen. Daraus ergibt sich, daB zwischen diesen Bautypen kein prinzi- 
pieller, sondern nur ein gradueller Unterschied bestehen kann. Dies laBt 
sich auch zwanglos auf die Verhaltnisse bei den Dipteren iibertragen, bei 
denen es nach den Beobachtungen von WHITE sowie PAINTER und REIn- 
- DORP bei der gleichen Art einerseits endopolyploide Kerne vom ,,reti- 
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kularen“ Bautyp, anderevseits Kerne mit den charakteristischen Riesen- 
chromosomen und auch Ubergangsformen gibt. 

Die Riesenchromosomen setzen sich aus selbstandigen, gleichwertigen 
und vollwertigen Einzelchromosomen zusammen, die sich infolge von 





Abb. 9. Clivia miniata; Kern einer heranwachsenden Antipode bei hoher Einstellung und 
im optischen Schnitt (Ubergangstyp, vgl. im einzelnen den Text). — Alkohol-Eisessig, 
Orceinessigséure. Phot. Vergr. 1600fach 





Abb. 10. Clivia miniata; Antipodenkern (Ubergangstyp) in Endomitose (vgl. im einzelnen 
den Text). — Alkohol-Hisessig, Orceinessigsiure. Phot. Vergr. 1600fach 


Anziehungskraften zwischen identischen Chromosomenteilen eng, bei den 
Dipteren ganz besonders eng, aneinanderlegen, aber wie Befunde von 


1 Bei den angeblichen Endomitose-Strukturen von PAINTER und REINDORP 
handelt es sich héchstwahrscheinlich um verschiedenartige Abwandlungen der 
Ruhekernstruktur, wie sie in ganz ahnlicher Weise in den Antipoden von Papaver 
(HasitscHKa 1956) vorkommen. PAINTER und Rerporp kénnen auf Grund ihrer 
Beobachtungen auch nicht eine zusammenhangende Darstellung des vermeintlichen 
Endomitoseablaufes geben! 
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Baver an Musciden zeigen, auch auseinanderfallen kénnen. Der Viel- 
fachbau ist hier férmlich etwas Sekundares. Bei der hypothetischen 
Polytinie verschiedenen Grades, die man eventuell zur Erklarung der 
GréBenunterschiede der mitotischen Chromosomen in verschiedenen 
Geweben eines Organismus oder der Unterschiede zwischen den Chromo- 
somen nahe verwandter Arten heranziehen kann, handelt es sich dagegen 
um etwas grundsitzlich anderes. Deutet man etwa die Abnahme der 
ChromosomengréBe wahrend der Furchungsteilungen tierischer Eier 
durch eine schrittartige Verminderung der Zahl von langsgerichteten 
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Abb. lla u. b. a Schema des Aufbaues eines Riesenchromosoms, das aus 8 Einzelchromo- 

somen besteht, von denen sich jedes aus 4 Langselementen zusammensetzt; b Schema zur 

Versinnbildlichung der GréBenabnahme der mitotischen Chromosomen durch Verminderung 
der Zahl der Langselemente im Verlauf von 3 mitotischen Teilungen (7') 


Einzelelementen je Chromosom, so mu8 man annehmen, da vor der 
ersten Teilung eine relativ hohe Zahl von Langselementen je Chromosom 
vorhanden ist und diese dann ohne Einschaltung einer identischen Re- 
produktion auf 2 nun kleinere Chromosomen aufgeteilt werden und daB 
sich dieser gegeniiber dem normalen Verhalten vereinfachte Vorgang 
wahrend der folgenden Teilungen wiederholt (s. das Schema der Abb. 11b); 
hier wiirden Einzelchromosomen verschiedener Wertigkeit vorliegen; die 
Langselemente, die zundchst nicht getrennt operieren kénnen, miiBten 
spater selbstandig und fiir sich allein existenzfahig werden!. Die Einzel- 
chromosomen der Riesenchromosomen stimmen dagegen in ihrem inne- 
ren Bau héchstwahrscheinlich tiberein; vor ihrer endomitotischen Ver- 
mehrung kommt es jedesmal zu einer Reproduktion ihrer hypothetischen 
Langselemente. Die in sich schon vermutlich polyténen Einzelchromo- 


1 Kine andere Deutungsmdéglichkeit ist bekanntlich die, daB die Unterschiede 
in der ChromosomengréBe nur auf einem verschiedenen Gehalt an Ballastmaterial 
beruhen. Fiir diese Hypothese spricht die in den letzten Jahren wiederholt fest- 
gestellte Konstanz der DNS in den diploiden Kernen verschiedener Gewebe (vgl. 
Swirt 1953); allerdings ist diese im Zusammenhang mit deutlichen gewebespezifi- 
schen Unterschieden in der ChromosomengréBe noch nicht iiberpriift worden. 
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somen schlieBen also zu einem Biindel, einem polytanen Gebilde héherer 
Ordnung zusammen. Um zu einer kiaren begrifflichen Scheidung zu 
kommen, ware es am besten, bei den Riesenchromosomen gar nicht von 
Polytanie, sondern nur von Biindelung zu sprechen; diese Betrachtungs- 
weise wiirde auch fiir die Einordnung in einen gréBeren Rahmen, namlich 
als Sonderfall der endomitotischen Polyploidisierung, sehr zutriglich 
sein. Da aber der Begriff der Polytinie der Riesenchromosomen so fest 
eingebirgert ist, daB er nicht mehr fallen gelassen werden kann, sollte 
man zumindest zwischen der hypothetischen, vielleicht graduell verschie- 
_ denen ,,primaren“ Polytainie der Chromosomen und der gesicherten 
, sekundaren‘‘ Polyténie der Riesenchromosomen unterscheiden!. Ob es 
Uberginge zwischen primarer und sekundarer Polytanie gibt, wie Hus- 
KINS und andere offenbar annehmen, ist fraglich. 

Die Frage, welche Umstinde das Zustandekommen pflanzlicher 
Riesenchromosomen férdern, wurde gelegentlich der Besprechung der 
Verhialtnisse bei Rhinanthus (TscHERMAK-WoEss 1957) bereits ange- 
schnitten und dabei die Ansicht vertreten, daB neben gewebe- und organ- 
spezifischen Faktoren die Menge und Beschaffenheit des Heterochroma- 
tins von EinfluB sein kénnte. Rhinanthus, bei dem im Chalazahaustorium 
und offenbar auch im Mikropylarhaustorium ausnahmslos _ ,,Riesen- 
chromosomen“ auftreten, besitzt an allen Chromosomen viel kompaktes 
sowie lockeres Heterochromatin, dagegen relativ sehr wenig Euchro- 
matin. Mit dieser Auffassung steht das Verhalten von Clivia in Einklang: 
ihre Chromosomen enthalten iiberhaupt kein kompaktes und nur relativ 
wenig lockeres Heterochromatin, wahrend das Euchromatin an Menge 
iiberwiegt, und es besteht zwar eine deutliche Tendenz zur Bindelung 
der endomitotischen Tochterchromosomen, aber nur in relativ wenigen 
Fallen eine enge Vereinigung zu typischen ,,Riesenchromosomen“. Die 
besondere Rolle des Heterochromatins hinsichtlich der Parallelorientie- 
rung und des Zusammenhaltes der Tochterchromosomen zeigt sich bei 
Clivia jedenfalls deutlich. Man gewinnt den Eindruck, da8 nicht etwa 
eine Verklebung (zu der es bei Clivia gar nicht kommt), sondern starkere 
Anziehungskrafte zwischen den iibereinstimmenden heterochromatischen 
Teilen der endomitotischen Tochterchromosomen maBgebend sind. Dies 
stimmt auch gut zu anderen Erfahrungen: bei einer Rejhe von Arten 
mit proximalem Heterochromatin, so z.B. Sawromatum guttatum beginnt 
namlich die meiotische Paarung im Heterochromatin [Graft (s. hier auch 
weitere Literatur), TscHERMAK-WOEsS 1954]; sie ist vollzogen, wahrend 
die euchromatischen Teile noch spreizen. Weiters ist entgegen der bis- 
her geltenden Ansicht nach den Beobachtungen von Lima-DE-FaRIa 


1 Mit DartineTton kénnte man die primaire Polytanie auch Polynemie nennen 
und miiBte sie dann einfach der Polytinie der Riesenchromosomen klar gegen- 
iiberstellen. 
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(1953, 1955, 1956) und Witson bei den meiotischen und mitotischen 
Chromosomen nicht die Spindelansatzstelle die Region, die die Schwester- 
chromatiden bis zur Anaphase zusammenhalt, sondern die proximalen 
Teile der Schwesterchromatiden hangen offenbar fester und linger zu- 
sammen als die iibrigen Abschnitte. Gerade diese proximalen Teile sind 
aber bei den daraufhin untersuchten Arten heterochromatisch!. Man 
k6énnte sich vorstellen, daB hier ahnliche Krafte wie bei der meiotischen 
Paarung und bei der somatischen Paarung — die zur Bildung von Riesen- 
chromosomen fiihrt — im Spiel sind. 


Zusammenfassung 

Die Antipoden von Clivia miniata wachsen vor der Anthese und in 
geringem MaB auch noch zu Beginn der Anthese endomitotisch heran und 
werden 32-ploid. 

Sie enthalten zum Teil Kerne, in denen die endomitotischen Tochter- 
chromosomen gemeinsamer Herkunft nur in den heterochromatischen 
proximalen Teilen zu radidren oder stabf6rmigen, locker gebauten Endo- 
chromozentren zusammenschlieBen und in den euchromatischen Teilen 
anscheinend getrennt verlaufen; weiter kommen vor: typische pflanz- 
liche Riesenchromosomen aus relativ eng und ihrer ganzen Lange nach 
gebiindelten Einzelchromosomen, diese allerdings nur selten, haufiger 
dagegen etwas atypische aus lockeren Biindeln bestehende ,,Riesen- 
chromosomen“; zwischen den Kernen mit Endochromozentren und mit 
,,Riesenchromosomen“ gibt es alle Ubergange. 

Die Zahl der ,,Riesenchromosomen“ entspricht erwartungsgema8 der 
haploiden Chromosomenzahl 11; einzelne von ihnen zeigen im Hetero- 
chromatin stellenweise Andeutungen eines Scheibenbaues und bei den 
meisten tritt die Spindelansatzstelle als Einschniirung oder Unterbre- 
chung hervor. , 

Auch Kerne mit einer gleichmaBig feinen kérnigen Struktur, die 
wahrscheinlich dem endomitotischen Formwechsel angehért, wurden 
beobachtet. ' 

Als Arbeitshypothese kann man annehmen, da das Vorhandensein 
von viel und von kompaktem Heterochromatin die Bildung von pflanz- 
lichen Riesenchromosomen férdert und bei Clivia meistens nur atypische 
lockere ,,Riesenchromosomen‘ auftreten, weil kompaktes Heterochro- 
matin vdéllig fehlt und das lockere hinter dem Euchromatin an Menge 
stark zurickbleibt. 
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A. Introduction 

Oxalis dispar 2n=12 is a woody shrub native to British Guiana. 
It was first described by Brown (1901) and it was later figured in 
Curtis’ Botanical Magazine, Vc]. 127 (1901) from material grown at the 
Royal Botanical Gardens, Kew. Most Ozxalis species have small chromo- 
somes ranging from 1 w to 4 in length (Marks 1956) but Ozalis dispar is 
unique for its chromosomes range from 14 yu to 24 uw in length. They are 
as long as some of the largest chromosomes found in plants. The chromo- 
some complement is also of exceptional interest. Of the twelve chromo- 
somes, seven are telocentric (TE), three are sub-terminal (ST) and two 
are sub-median (SM) (Marxs 1956). The purpose of this paper is to 
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describe the behaviour of the TE chromosomes and to demonstrate the 
mechanisms which account for their origin and survival. 


B. Materials and Methods 

A plant of Oxzalis dispar was received from the Department of Genetics, Uni- 
versity of Cambridge, which obtained it originally from the Royal Botanical 
Gardens, Kew. Attempts to obtain other plants of this species from botanical 
gardens have resulted only in duplicate material from the Botanical Gardens, 
Singapore. It seems therefore, that the only available material is all directly des- 
cended from offspring of the type material at Kew. Seedlings of the parent plant 
were grown from seeds set by natural selfing. 

Resting nuclei were studied in slides of root tips prepared with the modifi- 
cation by L. F. La Cour and J. CHaYEN (unpublished) of BAKER’s (1946) acid haema- 
tin reaction. 

Mitosis was studied in root-tips fixed in various ways, some being pre-treated 
(Table 1). Staining was by the Feulgen method. 


Table 1 





Saturated aqueous solution of Gammaxane for 2 hours 

0.001 M aqueous solution of 8-hydroxyquinoline for 2 hours 
Pre-tentaneutts 0.05% aqueous solution of colchicine for 3!/, and 5 hours 

0.2% aqueous solution of colchicine for 31/, and 5 hours 


1:3 acetic alcohol 


Sivadivie ne Cour 2 BE All for 24 hours 
nda 


Methyl alcohol 


For observing chromosome orientation at metaphase root-tips were fixed in 
Randolph’s fixative, embedded in wax, sectioned longitudinally at 204 and stained 
with crystal violet. 

Meiosis was studied in pollen mother cells fixed for 12 hours in a mixture con- 
sisting of 1 part glacial acetic acid saturated with ferric acetate and 3 parts absolute 
alcohol, hardened in 95% alcohol for 72 hours and stained with acetocarmine. 


For pollen grain mitosis anthers at the correct stage were treated for 5—12 
hours with 0.2% colchicine solution before fixation. Fixation and staining proce- 
dures were those employed for pollen mother cells. 


C. Results 
I. The Resting Nucleus 

No heterochromatin is demonstrable in the resting nuclei of prepara- 
tions stained by using the modification of the acid haematin reaction 
which is specific for the detection of heterochromatin. All nuclei contain 
a number of nucleoli, ten being the greatest number found. In cells 
with less than ten, the nucleoli differ in size which suggests that numbers 
lower than ten are the result of fusion. The chromosomes have no 
specific nucleolar organisers — see following section. 
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II. Mitosis 
1. Metaphase. a) Chromosome complement. The idiogram of the 
diploid chromosome complement is shown in Table 2, and the mean 
lengths of chromosome arms are given. They were obtained from 
camera lucida measurements of ten metaphases in untreated root-tips. 


























Table 2 
| Type of chromosome 
| Submedian (SM)! Subterminal (ST) | . Telocentric (TE) 
Idiogram | 
of diploid | 
complement | | 
| | 
1 | hpeIEN ] — 
Mean | short 
(se) ain | 9.85 (+ 0.34) | 1.6 (10.08) | 1.6 (+0.10) 
length | aasar 
of arm | pen | 14,00 (+ 0.68) 12.30 (£0.80) 142 (£0.91) | 14.80 (+ 0.38) 


in p | 


The SM chromosomes are an obvious homologous pair. Of the three 
ST chromosomes the long arm of one is slightly larger than those of 
the other two. 


b) Chromosome structure and behaviour. In the clearest preparations 
made from pre-treated root-tips, two small heavily stained bodies are 
visible at the centromere ends of the TE chromosomes (Fig. 2a). For 
reasons given below, these bodies are regarded as visible parts of terminal 
centromeres and the chromosomes are considered to be telocentric. 
Invariably the terminal centromeres are divided, this being most clearly 
seen in chromosomes of untreated material in which the daughter cen- 
tromeres are in a state of repulsion. The structure produced is reminis- 
cent of the horns of a snail (Fig. 1c) and is identical with that described 
and figured by Ts1o0 and LEvaN (1954) in the telocentric chromosomes 
of the mouse. Daughter centromeres in repulsion are sometimes clearly 
seen at pro-metaphase indicating that division has taken place at an 
earlier stage. Where repulsion is not evident, the terminal centromeres 
appear as small faintly stained tapering ends. The centromeres are also 
often seen divided in the SM and ST chromosomes and here again 
repulsion is evident. There is no separation of chromosome arms proxi- 
mal to the centromere in either the SM or ST chromosomes so that repul- 
sion in all chromosomes is confined to the centromeres only. BARBER 
(1941) observed a similar situation in the chromosomes of Uvularia and 
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his conclusion that the centromeres of this species have a precocious 
repulsion cycle relative to the onset of anaphase also seems to apply to 
Oxalis dispar. 

The orientation of TE chromosomes on the spindle was studied in 
side views of metaphase in sectioned root-tips. The arms of the TE 
chromosomes are always arranged parallel to the spindle axis and hence 
their centromeres are at right angles to the equator. This kind of orien- 
tation can have no effect on the direction of centromere division since 
the centromeres are already divided before this stage. The daughter 
centromeres are placed on the equator in such a way that one of them 
seems to be bent back upon itself (Fig. le and f). MmLanpER (1950) 
points out that the flexibility of the daughter centromeres in the telo- 
centric chromosomes of Ulophysema oresundense is essential for correct 
orientation and normal disjunction. 

c) Association of terminal centromeres. TE chromosomes were some- 
times seen joined end-to-end at their centromeres. Usually only one 
pair were joined in this way but sometimes two and three pairs were 
seen in some cells. Chromosome stickiness was not observed. Sometimes 
contact was so close that the two chromosomes looked like an iso- 
chromosome (Fig. 1d). Fusion had not taken place, however, for asso- 
ciation was only seen at metaphase. Usually it was incomplete, with 
the terminal centromeres lying close to one another but separate. 
Both kinds of behaviour were scored for all the centromere pairs in 
158 metaphases in untreated root tips. 

The data are presented in Table 3 from which it is clear that asso- 
ciation of the centromeres of TE chromosomes is significantly greater 


Table 3 















































Number y aed Frequencies of centromere association 
siide | ‘phases | TE:TE | TE:ST | TE:M | ST:ST | ST:M | M:M o 
| 
1 28 21 4 0 1 0 | 0 142 
2 25 19 2 0 0 0 eh 129 
3 37 20 0 0 2 1 0 199 
4 15 10 0 1 0 0 0 79 
5 27 10 1 0 4 0 0 147 
6 26 12 4 0 5 0 0 135 
Total 158 92 ll 1 12 1 ee 831 
Frequencies 
expected with 
random 
association 37.23 | 37.23 | 24.82 5.32 | 10.64 1.77 











y2(5) = 140.80 P< 0.0001 
than that expected by chance. This indicates the presence of an attrac- 
tion between terminal centromeres. Since, however, the frequency of 


association between them is low, the attraction must be weak. As all 


Chromosema. Bd. 8 44 
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the TE chromosomes have arms of about equal length it is impossible to 
decide whether association only occurs between centromeres of homo- 
logous TE chromosomes or between the centromeres of any pair of TE 
chromosomes. 

2. Anaphase. The separation of sister chromatids proximal to the 
centromere marks the onset of anaphase (Fig. 2c). Chromatid separa- 





Fig. 2a—e. Camera. lucida drawings of mitotic stages. a Metaphase in root tips pre-treated 
with. 0.05% colchicine for 3'/, hours. b and c Early anaphases in untreated root tips. 
e and d Late anaphases in untreated root tips. All material fixed in La Cour 2 BE 


tion proceeds along the length of the chromosome arms as the centro- 
mere halves. move further apart. Separation of chromatids is most 
obvious in the TE chromosomes in which one chromatid remains 
straight while the other is bent back on itself into a U shape as a result 
of the orientation of the centromere at metaphase (Fig. 2, b and c). 
The impression is given that the U shaped chromatid is being peeled off 
its partner. The terminal centromeres at this stage are drawn out and 
pointed suggesting that there is a definite force pulling on them from the 


Fig. 1a—f. Microphotographs of mitotic stages. a and b Metaphase and anaphase in untreated 

root tips: Fixation Benda. c Metaphase showing repulsion of daughter centromeres in 

terminal centromeres: Fixation acetic alcohol. d Metaphase showing association of terminal 

centromeres: Fixation acetic alcohol. e—f Side views of metaphase showing orientation of 
TE chromosomes: Fixation Randolph ( x 1000) 


44* 
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poles. At late anaphase all the chromatid arms lie more or less straight 
and parallel to the spindle axis showing that there must have been a 
considerable amount of transverse movement of the chromatid arms 
(Fig. le and Figs. 2d and e). The TE chromosomes are often associated 
into groups of two, clearly a consequence of the centromere association 
observed at metaphase. No abnormalities such as misdivision or non- 
disjunction were observed. 
III. Meiosis 


1. Metaphase I. At this stage six bivalents per cell were usually seen. 
Univalents were only observed occasionally. One cell was found with a 
TE chromosome missing (Fig. 3a). Of the six bivalents one is usually 
a ring type and consists of the paired SM chromosomes, whereas the 
other five are rod types. One of these is heteromorphic and results from 
the pairing of an ST and a TE chromosome. Another consists of two ST 
‘chromosomes. The remaining three comprise three pairs of TE chromo- 
somes. Each bivalent can be identified except the TE:TE bivalents 
which are indistinguishable from each other (Fig.3b and d). A few 

‘abnormal cells were found with two heteromorphic bivalents, the extra 
one being present at the expense of the ST: ST bivalent (Fig. 3c). 

One hundred cells were scored and the results are analysed as follows: 
























































Table 4a 
: Mean (+ SE) 
N ber of ch ti Total 
week umber of chiasmata number ae ec oad 
0 | 1 2 3 4 bivalents per bivalent 
SM : SM 0 | 1 37 46 | 16 | 100 | 2.7740.072 
ST : ST 1 og 36 ee oa 99 | 1.36-+0.050 
ST : TE o | 8 | @ 0 100 ‘| 1.470.050 
TE: TE 2 | 206 92 0 0 298 | 1.31+0.027 
Table 4b 
Heterogeneity | d.f. z* P 
| | 
Between ST : ST and TE.: TE Leds | 35 (08088 
Between ST: TE and (ST:ST+TE:TE) | 1 | 7.912 
Total | 2 | 8850 |0.010—0.015 


a) Chiasma frequency. Table 4 shows that the ST: TE bivalent tends 
to have a higher number of chiasmata per arm than either the ST:ST 
or the TE:TE bivalent, both of which have similar numbers of chias- 
mata. The SM:SM bivalent has about twice the number of chiasmata 
found in the other bivalents, which is to be expected since it is about 
double their length. 
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Fig. 3a—e. Microphotographs of meiotic stages. a Metaphase in deficient cell showing five 

bivalents and one univalent. b Metaphase showing two heteromorphic (ST: TE) bivalents. 

c and d Metaphase showing ring (SM: SM) bivalent and the three kinds of identifiable rod 

bivalents (ST: ST ST:TE TE:TE). e Anaphase showing multiple breakage and reunion 
(x 1006) 


b) Terminalisation. For the convenience of statistical treatment, 
terminalisation is expressed as the number of terminalised chiasmata 
per bivalent since the chiasma frequency per chromosome arm is almost 
similar in all types of bivalents. 
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It appears from Table 5 that the heterogeneity is largely due to fewer 
terminal chiasmata in the TE:TE bivalent than are found in either the 
ST:ST or ST:TE bivalents. It follows that the TE: TE bivalent has a 
significantly lower degree of terminalisation than the other bivalents. 

If terminalisation results from the repulsion forces set up between 
co-orientated centromeres (DARLINGTON 1939) then the low degree of 
terminalisation in the TE: TE bivalent means that the forces are reduced 
in this bivalent either as a result of a different structure of the centro- 
meres or owing to their terminal position. 









































Table 5a 
‘ Number of Total Mean number 
Bivalent terminalised chiasmata number of of pasar 
0 1 2 bivalents per bivalent 
M:M 39 50 11 100 0.72 
ST:ST | 63 | 36 0 99 0.36 
ST : TE 62 38 0 100 0.38 
TE: TE | 224 74 0 298 0.25 
Table 5b 
Heterogeneity | d.f. x? P 
Total of (ST: ST + ST: TE + TE : TE) | 2 8.855 | 0.010—0.015 








2. Anaphase I. Two hundred cells were scored at this stage and the 
results are summarised in Table 6. 

Forty-seven cells with abnormalities were found. The kinds of 
abnormalities seen are as follows: 


a) Dividing univalents. These were found in eight cells and were 
either ST or TE chromosomes resulting from the asynapsis of either 
ST:ST, ST:TE or TE:TE bivalents. Division of the univalents was 
always normal (Fig. 4a—c). 


b) Fragmentation. All the fragments observed were chromatid frag- 
ments. They are either supernumeraries (Fig. 4e) or are derived by 
recent breakage within the complement (Fig. 4f). Different sizes of 
fragments show that breakage can occur at many places in the chro- 
matid arms. It also occurs at the centromere (Fig. 4d). 

Chromatid arms with faintly staining constrictions were frequently 
seen (Fig. 4e, h). Similar constrictions were found by Morrison (1953) 
in the chromosomes of T'riticum root tips after X-ray irradiation. He 
considered them to be points of ‘‘detected restitution” and this explana- 
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tion may apply equally to the present observations. Multiple breakage 
and reunion was found in a few cells (Fig. 3e and Fig. 4h, i). 


WY os 





ee 





Fig. 4a—i. Camera lucida drawings of Anaphase I preparation showing abnormalities. a Non- 
disjunction of one TE univalent and division of the other. b Division of two ST univalents. 
c Division of one ST and one TE univalent. d Breakage at the centromere of SM chromo- 
somes. e Additional fragment: detectable restitution in long arm of ST chromosome and 
one arm of SM chr f Chr tid breakage in long arm of ST chromosome. g Frag- 
ment and bridge associated with SM: SM bivalents. h and i multiple breakage and reunion 


c) Bridges and fragments. These structures are most frequently asso- 
ciated with the M.M. bivalent (Fig. 4g) and occasionally with the ST: TE 
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and TE:TE bivalents (Table 6). Bridges only were found associated 
with the SM:SM and TE:TE bivalents. Fragments which could not be 
ascribed to a particular bivalent were sometimes seen. 


Bridges and fragments are usually interpreted as resulting from 
crossing-over between chromosomes heterozygous for inverted segments. 
Recently, however, REES and THompson (1956) have shown, in inbred 
rye material, that bridges and fragments may also be formed by chroma- 
tid breakage and reunion during the prophase of meiosis. It is likely 
that the bridges and fragments found in the present material are also the 
results of breakage and reunion for the following reasons. 

1. Anaphases with fragments only or bridges only occur and these 
cannot be explained by crossing-over in inversions. 

2. The fragments associated with bridges vary in size (Table 7). 


If they occur as the result 








of crossing-over in inversions Table 7. Sizes of fragments in p 
this variability in size would Bivalents SM:SM| ST:TE |TE: TE 
mean a corresponding varia- 

tion in the position of chias- Size of pe Lo 
mata. This is not observed at fragment | 96 ; y 








metaphase and hence it seems 
most probable that the fragments are the result of breakage at different 
positions along the chromatid arms. 

3. The bridge and fragment configuration shown in Fig. 5 which 
involves the SM:SM and TE:TE bivalent can only be explained as 
resulting from breakage and reunion. 

Most of the abnormal cells are confined to a few slides (Table 6). 
Although these observations may only reflect conditions peculiar to 
these particular preparations the fact that breakage does occur under 
certain circumstances is nevertheless important. It is a possible mecha- 
nism for the production of telocentric chromosomes when it happens at 
or near the centromere. 

3. Metaphase II. At this stage the chromatids were widely separated 
throughout the length of each chromosome arm except at a small region 
adjacent to the centromere (Fig. 6). Lima DE Farta (1953) describes this 
situation in the chromosomes of Agapanthus and he discusses the part 
played by these proximal regions in chromosome mechanics. 

4, Anaphase II. Of 60 cells scored at this stage only three show any 
abnormalities. One cell (Fig. 6c) shows the result of the misdivision or 
breakage of the centromere of the odd ST chromosome to give a new TE 
chromosome and an acentric fragment. The result is a deficiency of one 
chromosome on one side and an excess of one on the other. Presumably 
no viable gametes result after such misdivision since, as will be shown 
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later, no monosomic or trisomic seedlings occur. In the second abnormal 
cell (Fig. 6b) the odd ST chromosome must have been unpaired at MI. 
This then divided normally at AI, a daughter chromosome of which then 
misdivided at AII. Again, presumably, no viable gametes could arise 
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Fig. 5. Bridge and fragment configuration with interpretation based on chromatid breakage 
and reunion at proph of meiosis ( x 900) 





from the resulting chromosome combinations. The third abnormal cell 
has 13 instead of the expected 12 chromosomes (Fig. 6d). The extra 
chromosome is telocentric and at the same time the cell is deficient in 
one ST chromosome. It is impossible to decide on the sequence of 
events which led to this situation owing to the number of different 
possible explanations. Nevertheless, since the complement has one extra 
chromosome it is certain that the abnormalities occurred prior to meiosis. 
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Fig. 6a—d. Camera lucida drawings of second division stages of meiosis. a Metaphase II. 
b—d Anaphase II. See text 
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IV. Pollen Grain Mitosis 


The number of TE chromosomes in each of 30 pollen grains was 
determined. Cells with 3, 4 and 5 TE chromosomes were observed and. 
their frequencies are 

Table 8. Number of T'E chromosomes per cell given in Table 8. 
in 30 pollen grains These frequencies are 
compared in Fig. 7 with 
_ those expected from the 
Pollen grains { Number 4.0 | 19.0 | 7.0 observed segregation at 
% 13.33 | 63.33 | 23.33 Anaphase II. There is 
; an excess of pollen 
grains with 4 and 5 TE chromosomes and a deficiency of those with 





Number of chromosomes 3 4 5 














-only 3 TE chromosomes. Pollen grains with 3 and 4 TE chromosomes 


are a consequence of the segregation of the chromosomes of the hetero- 
morphic bivalent. Those with 4 TE 























“ re ta Anaphase I chromosomes contain the TE chromo- 
some of the heteromorphic pair. The 
60+ Y increased frequency of this class of 
pollen grains means therefore that the 
50} Z TE chromosome is preferentially select- 
F Y) | ed at the expense of the ST chro- 

7 Y) mosome. 
Y Pollen grains with 5 TE chromo- 
HE Y somes arise by breakage or misdivi- 
sion of the centromeres of the ST chro- 
20} mosomes. But the anaphase II data 
; Y show that this does not occur suf- 
0 Y Y) ficiently, frequently to account for the 
Y) relative number of pollen grains with 
Ze Lt KA § TE chromosomes. The high frequency 


3 4 o i i fs 

eatare? Ecivatincineder cof of pollen grains with 4 TE chromo 

- somes and the absence of fragments 

ig. 7. Histogram showing observed i ms x 

and expected frequencies of diffe. in those containing 5 TE chromosomes 

peargbobs sting ey = nla suggests that the increased frequency 

per cell of pollen grains with 5 TE chromo- 

somes is not the result of further break- 

age of the centromere in the odd ST chromosome at some stage bet- 

ween anaphase II and pollen grain mitosis. The increase therefore 

must be due to the preferential selection of cells containing 5 TE 
chromosomes. 

V. Chromosome Complements of Seedlings 
Seeds were obtained from natural selfings of the original plant. Data 
on seed germination and survival of the seedlings are given in Table 9. 








Cytology of Oxalis dispar 665 





i 








lt 


Fig. 8a—e. Microphotographs of metaphase in root-tip preparation of different seedlings 

showing the range in number of TE chromosomes per cell: a Ten, b Nine, c Eight, d Seven, 

e Six chromosomes per cell respectively. All material pretreated with 0.5 % colchicine for 
3?/, hrs: fixed in La Cour 2 BE (x 1000) 


The chromosome complements were determined in the 62 surviving 
seedlings. All seedlings had 2n=12 chromosomes but the number of 
TE chromosomes varied. They ranged from 6 to 10 per complement 
with frequencies given in Table 10 (Fig. 8a—e). 
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Germination is poor and occurs over a long period. There is no 
correlation however, between the number of TE chromosomes per cell 
in a seedling and its rate of emergence judged by the time taken from 
sowing to the open cotyledon stage (Fig. 9). 

This suggests that the seedlings are an unbiased sample showing the 
potential variability of TE chromosome content. Estimates of the ex- 




































































Table 9. Data on seed germination 
* Number | Germination Seedlings 
of seeds aa ne 
20 sown gin % = — 
27 ; 179 76 | 42.46] 62 81.58 
s 
oe ¢ pected frequencies of the different 
= Sex « Classes of seedlings compared with 
3 50 ? those found are given in Fig. 10. 
5 é ; When the expected frequen- 
Ea cies are calculated from the ob- 
" } served chromosome complements 
0 of pollen grains, on the assump- 
tion that similar selection occurs 
in the embryo sac mother cell side 





6 Se Ee ee id . 

Wumber of TE chromosomes per cell as in the pollen mother cell, there 

Fig. 9. Scatter diagram showing absence ot 18 no agreement with the results 

correlation between the time taken from observed. Alternatively there is 
seed sowing to emergence of seedlings and 

their kinds of chromosome complements. most complete agreement on the 

Thirty-four seedlings scored assumption that no selection occurs 

on the female side. This shows 

that chromosome behaviour and segregation on the female side is nor- 

mal and that egg nuclei with 3 and 4 TE chromosomes occur with 

equal frequency. However, it must be assumed that misdivision of 


* Table 10. Number of TE chromosomes per cell in 62 seedlings 























Numb f TE 
Chromosomes 6 7 8 9 10 
‘ Number | 4.0 | 22.0 | 27.0 8.0 | 1.0 
Seedlings { % 6.5 | 35.5 43.5 12.9 | 16 


ST chromosomes occurs rarely to give egg nuclei with 5 TE chromo- 
somes since seedlings with 10 TE chromosomes were found. 


VI. Morphology of Seedlings 
Seedlings. differ in respect to vigour, height and leaflet shape. It 
was not possible to determine whether these differences are correlated 
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with the number of TE chromosomes since the seedlings were of different 
ages as a consequence of the prolonged germination period. Because all 
kinds of seedlings are equally viable it follows that the ideogram for this 
species will vary with the individual. 
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Fig. 10. Histogram showing observed and expected frequencies of seedlings with different 
chromosome complements 


D. Conclusions 

a) Stability. The TE chromosomes are perfectly stable at mitosis 
and meiosis and their centromeres are no less efficient than those of 
metacentric chromosomes. Two factors contributing to their stability 
are, firstly, that division of the centromere occurs before metaphase so 
that orientation cannot promote misdivision and secondly, that flexibi- 
lity of the daughter centromeres is sufficient to allow normal disjunction. 
Telocentric chromosomes are unstable at meiosis only when they are 
univalent (Marks 1957). The TE chromosomes in Ozalis dispar are 
usually paired at meiosis to give bivalents and their stability at meiosis, 
therefore, results from this regular pairing and normal disjunction. 


b) Origin. Spontaneous breakage occurs and it sometimes affects the 
centromeres of the ST and SM chromosomes. It may be considered as 
the means whereby the TE chromosomes arose. 

c) Survival. The TE chromosomes can be classed as ‘‘derived”’ since 
they arise by the misdivision or breakage of the centromere of meta- 
centric chromosomes. Derived telocentric chromosomes are unlikely to 
survive owing to the genetical unbalance of cells containing them 
(Marks 1957). However, in Ozalis dispar pollen grain data show that 
cells with TE chromosomes are preferentially selected (Fig. 7). There is 
an excess of pollen grains with 4 TE chromosomes and a deficiency of 
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with the TE chromosome which segregates from the heteromorphic 
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bivalent. This behaviour would be expected if the ST chromosome of the 
heteromorphic bivalent contains a gametic lethal in the long arm 
closely linked to the centromere [Fig. 11 (2)]. An alternative explana- 
tion is that the short arm of the ST chromosome itself is deleterious 
[Fig. 11 (3)]. 

Pollen grains containing 5 TE chromosomes are also preferentially 
selected (Fig. 7). They occur as the result of breakage across the centro- 
meres of ST chromosomes. There is no reason to suppose that breakage 
is other than at random and so 
clearly, therefore, it must be the 
short arms themselves which are 
selected against [Fig. 11 (4) and 
(5)]. Consequently, it seems that 
pollen grains with TE chromoso- , 
mes are preferentially selected not 
because of a gametic lethal but 3 
because they lack the short arms S 
which are deleterious. : e 

The seedling data also show ES S 
the detrimental nature of the short BS S 
arm of the ST chromosome of the 4 = 


CD Random segregation 
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heteromorphic pair. The number : ns “STIE “oF 
of seedlings with a homomorphic Pairs of chromosomes 
pair of ST chromosomes is much Fig. 12. Histogram showing observed and 
expected frequencies of seedlings with a 
lower than expected from random  jomomorphic pair of TE chromosomes, 
segregations while that of seedlings  ® heteromorphic pair and a homomorphic 
; 3 3 pair of ST chromosomes respectively 
with the homomorphic pair of TE in Ozalis dispar and Triticum 
chromosomes is greater (Fig. 12). 

This result is in direct contrast to that found by Love (1943) who 
studied the segregation of a similar heteromorphic bivalent in Wheat. 
He found that the number of seedlings with the homomorphic pair of 
TE chromosomes was much less than that expected (Fig. 12). 

A comparison of both sets of results shows the opposite effects of 
selection on the survival of cells deficient in a chromosome arm. In 
other words they demonstrate the effects of selection on the chances of 
survival of derived telocentric chromosomes. 

Clearly therefore, the occurrence of TE chromosomes in the chromo- 
some complement of Ozalis dispar may be attributed to two factors: 
firstly, breakage across the centromeres of metacentric chromosomes to 
give TE chromosomes and secondly their preferential selection as a 
result of the deleterious nature of one arm of each of the chromosomes 
from which they were derived. 


Chromosoma. Bd. 8 45 
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Summary 

The chromosome complement of Oxalis dispar 2n=12 consists of a 
pair of submedian (SM) chromosomes, three subterminal (ST) and 
seven telocentric (TE) chromosomes. At mitosis and meiosis the TE 
chromosomes are as efficient and stable as the other chromosomes of the 
complement. Chromosome breakage at the centromere in the meta- 
centric chromosomes may give rise to new TE chromosomes. It is 
suggested that all the TE chromosomes may have arisen from meta- 
centric chromosomes -in this way. They may have been favoured he- 
cause of the deleterious nature of the discarded chromosome arms. 
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Einleitung 


Bei einer Reihe von diploiden Solanum-Bastarden fand PropacH 
(1940) in Metaphase-I der Meiose keinerlei Anzeichen fiir eine strukturell- 
genomatische Differenzierung der vereinigten Arten, sondern eine auf- 
fallend regelmaBige Bivalentpaarung. Er glaubte deshalb annehmen zu 
miissen, daB sich die Artentwicklung in dieser Gattung auf faktorieller 
Basis vollzogen hat. 

Eine Reihe weiterer Bastardierungsversuche bestitigte die Ansicht 
PRopacus insofern, als alle Bastarde aus diploiden Solanum-Arten eine 
sehr regelmaBige Bivalentpaarung aufwiesen (vgl. SWAMINATHAN und 
Howarp 1953). Erst Howarp und SwaminaTHAN (1952) konnten nach- 
weisen, da8 die Paarungsaffinitét zwischen den Genomen einiger diplo- 
ider Arten herabgesetzt ist. Diesen Nachweis konnten die Autoren nur 
fiihren, indem sie die Haufigkeit der Multivalente von Amphidiploiden 
und von Autotetraploiden miteinander verglichen. Die Autoren kamen 
zu dem SchluB, daB zwischen den Genomen der bisher gekreuzten diplo- 
iden Arten nicht mehr als héchstens kryptische Strukturdifferenzen 
(SteBBins 1947) bestehen. 

45* 
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GortscHALK (1954a, b) und Prrers (1954, GorrscHaLK und 
PETERS 1954, 1955, 1956) untersuchten die Verteilung von Hetero- und | 
Euchromatin bei Pachytéinchromosomen und stellten an Hand dieses 
Merkmals Diagramme der Genome (Pachytananalysen) einer gréBeren 
Zahl von Solanum-Arten auf. Der Vergleich dieser Diagramme ergab 
erhebliche Differenzen, die die Autoren zu weitgehenden Schliissen iiber 
systematische Verwandtschaft, Entstehung von Polyploidie, Basiszahlen 
und Phylogenie einzelner Chromosomen veranlaBten. 

Die genomatischen Verhaltnisse bei Solanwm haben eine groBe Be- 
deutung fiir die Kartoffelziichtung, da die Wildarten eine grofe Reserve 
giinstiger Gene darstellen (RUDORF und Mitarbeiter 1951, 1952, 1954, 
1957). Bei dem Vorliegen gréBerer Strukturdifferenzen wiirden sich bei 
der Einkreuzung von Wildarten in die Kulturkartoffel Schwierigkeiten 
durch das Ausbleiben von Faktorenaustausch ergeben, indem das Ziel, 
nur wiinschenswerte Erbtrager zu iibertragen, nicht immer erreicht 
werden kénnte. Es erschien deshalb angebracht, zundchst das Pachytin 
von diploiden Artbastarden zu untersuchen. Bei diesen war zu erwarten, 
daB die elterlichen Chromosomen zur Paarung kommen und Differenzen 
relativ iibersichtlich zutage treten miissen. Besonderer Wert wurde hier- 
bei auf die Ausarbeitung einer geeigneten Praparationsmethode gelegt. 


Material und Methode 


Samen aus der Kreuzung S. vernet Brrr. et Wirtm. x S. famatinae Birt et 
Wirtm.! war freundlicherweise von Herrn Dr. Ross, K6ln-Vogelsang, aus den 
Kreuzungen S. vernei x S. toralapanum Carp. et Hawxgs, S. verrucosum 
ScuHLEcHTD. x S. verneit und 8S. vernet x S. simplicifolium Brrr. von Herrn Dr. 
Hawkkss, Birmingham, zur Verfiigung gestellt worden. Weitere Kreuzungen 
S. vernei x S. simplicifolium und reziprok, 8. simplicifolium x S. goniocalyx Juz. 
et Bux. und S. goniocalyx x S. chacoense Birt. wurden aus dem Material des In- 
stitutes hergestellt. Jeweils eine Halfte der Bastarde? wurde im Gewachshaus und 
die andere im Freiland kultiviert, wobei allerdings die im Gewachshaus gehaltenen 
Bastarde nur sehr vereinzelt zur Bliite kamen. Die diploiden Arten S. vernei, 
S. simplicifolium und S. polyadenium GREENM. entstammen ebenfalls dem Sorti- 
ment des Institutes. 

Die cytologische Bearbeitung der Meiose von Solanum-Arten wird im wesent- 
lichen durch schlechte Fixierbarkeit erschwert, die vermutlich durch die Dicke 
der Antherenwande hervorgerufen wird. Die Antheren wurden aus diesem Grunde 


1 Es handelt sich um die Sortimentsnummer EBS 250, die von Dr. BrucHer, 
damals Tucuman, zugesandt wurde. Hawxss (1957) vermutete, daB S. famatinae 
ein Bastard zwischen S. kurtzianum und S. chacoense sein kénnte. Ross (miind- 
liche Mitteilung) studierte das lebende Material und stellte dabei fest, da&B mehrere 
aufeinanderfolgende Selbstungsnachkommenschaften villig einheitlich waren. 
Hiernach und nach den taxonomischen Kriterien scheint die Nummer EBS 250 
das echte S. famatinae Birt. et Wirt. zu sein. 

2 Ich danke Herrn Dr. Ross und Herrn Mag. FranpseEn fiir ihre freundliche 
Hilfe bei der Kontrolle, daB es sich bei den aufgezogenen Simlingen um die frag- 
lichen Bastarde handelte. 
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angestochen und das Fixierungsgemisch (CaRnoy, abs. Alkohol: Eisessig 3:1) im 
Vakuum einer Wasserstrahlpumpe infiltriert. Trotz der Aufbewahrung im Kihl- 
raum bei Temperaturen um 0° C fand eine Alterung des fixierten Materials statt, 
und es kam aus diesem Grunde fast ausschlieBlich frisch fixiertes Material zur Unter- 
suchung. Jedoch auch hierbei waren wirklich gute Fixierungen nur unter einer 
groéBeren Zahl von Praparaten zu finden. Eine Ursache hierfiir mag in dem unter- 
schiedlichen physiologischen Zustand der Pflanzen zu suchen sein, der auch bei 
ahnlichen Untersuchungen (Lima-DE-Faria 1952) eine Bedeutung fiir die Qualitat 
der Fixierungen hatte. Bei schlechter gelungenen bzw. gealterten Fixierungen kam 
es im Pachytin zur Verschmelzung der Chromomeren, und es entstanden Ver- 


klebungen. 

Die bereits friiher verwendete Orceinfarbung (v. WANGENHEIM 1954) erwies 
sich fiir das Pachytaén von Solanum nicht immer als ausreichend. Einige Versuchs- 
serien ergaben eine ausgezeichnete Farbung der Praiparate, indem zuerst mit dem 
Feulgenschen Reagens und dann mit Orcein gefirbt wurde. Die fir die Feulgen- 
farbung notwendige Hydrolyse (6 min in N-HCl bei 60°C) mazeriert gleichzeitig. 
Die Pollenmutterzellen lassen sich dadurch leichter von den Antherenwanden 
lésen, vereinzeln, in Orcein anfarben und quetschen. 

Der Pollen wurde zur Beurteilung seiner Qualitét in Lakto-Phenol-Fuchsin 
gequollen und angefarbt. Der Anteil an morphologisch normal gebauten Pollen- 
kérnern wurde geschatzt. 


Untersuchungen tiber den Ablauf der Meiose 


A. Der normale Ablauf bei S. vernei, S. simplicifolium 
und S. polyadenium 

Die Kerne der Pollenmutterzellen werden im Leptotan als diinne 
Fadengeriiste sichtbar, und es scheint noch kein besonderer GréBen- 
unterschied zwischen den Chromomeren zu bestehen. Im friihen Zygotan 
entstehen dickere Stellen teils durch den Beginn der Paarungen, teils 
durch Kontraktion. Im spateren Zygotién werden die Chromomeren 
deutlicher, und es wird erkennbar, da8 Paarung und Kontraktion in der 
Mitte, vermutlich beiderseits des Centromers, beginnen und mit einer 
GréBenzunahme der Chromomeren einhergehen (Abb. 1 fritheres, Abb. 2 
spateres Stadium). 

Nach Beendigung der Paarung im Pachytén (Abb. 3) ist zu er- 
kennen, daB die Chromomeren meist paarweise angeordnet sind. Manch- 
mal scheinen die Chromomeren jedoch ungleich groB zu sein, oder es 
scheint ein Chromomer dem Partnerchromosom ganz zu fehlen. Chromo- 
merenlose Fibrillen wurden an diesen Stellen nicht beobachtet. Aller- 
dings erschwert die geringe GréBe der Strukturen, die dicht an der 
Grenze der lichtmikroskopischen Auflésbarkeit liegt, die Entscheidung, 
ob es sich um tatsichliche Strukturunterschiede handelt. 

Chromomeren sind in den distalen Chromosomenarmen, d.h. im 
euchromatischen Teil der Chromosomen, bereits erkennbar, ehe sich die 
Chromosomen vdllig gepaart haben (Abb. 1, 2, 16, 19). Auch nach voll- 
zogener Paarung laufen diese Chromomeren nach Veranderung der 
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Abb. I—9. Abb. 1—3. S. vernei. Abb. 1. Beginnende Zygoténpaurung. Abb. 2. Spateres 
Zygotin. Abb. 3. Pachytin — Abb. 4—8. S. polyadenium. Abb. 4. Spates Pachytan. 
Abb. 5. Ubergang zum Diplotain. Abb. 6. Das noch relativ uniibersichtliche und schwer 
zu praparierende friihe Diplotin. Es ist erkennbar, da8 Ort und Anzahl der Chiasmen 
unterschiedlich sind. Abb. 7 Sp&tesDiplotaén. Abb. 8. Diakinese. — Abb. 9. S. simplicifolium, 
Metaphase-I. Abb. 1—9 1400 x vergr. 
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mikroskopischen Einstellung nicht zusammen. Die Chromomeren im 
euchromatischen Teil kénnen deshalb nicht erst durch Torsion beider 
Chromosomen umeinander entstehen, wie es LINNERT (1955a, b) teil- 
weise bei Salvia und Aquilegia vermutet. 

Im Verlauf des Pachytians erscheinen die Chromosomen kompakter 
und starker angefarbt (Abb. 4). Besonders die Chromomeren beider- 
seits des Centromers lassen sich nicht mehr einzeln unterscheiden, und 
es scheint zu einem Zusammenschlu8 mehrerer zu kommen, durch den 
die Chromosomenstruktur der spaéteren Stadien vorbereitet wird. Bei 
diesem Vorgang gehen die Chromomeren des heterochromatischen Teils 
beiderseits des Centromers offensichtlich voraus und erscheinen dadurch 
schon friihzeitig gréBer als die Chromomeren des euchromatischen Teils. 

. Diese Beobachtungen zeigen, daB Hetero- und Euchromatin bei So- 
lanum ebenso wie u. a. bei Secale und Agapanthus (Lima-DE-Farta 1952, 
1954) eine Feinstruktur besitzen und bei ihnen eine Kontraktion statt- 
findet, die ihren Anfang beiderseits des Centromers nimmt und zu den 
Enden hin fortschreitet. 

Abb. 5 zeigt, wie die Kontraktion gegen Ende des Pachytans weiter 
zunimmt und die Gemini sich schlieBlich in der Mitte voneinander lésen. 
Dieses fiihrt zu den charakteristischen Erscheinungen des friihen (Abb. 6) 
und spaten (Abb. 7) Diplotaéns, wobei die Chromosomen auseinander- 
weichen, soweit sie nicht durch Chiasmen zusammengehalten werden, 
die sich meist an den Chromosomenenden befinden. Erst in diesen Sta- 
dien beginnt eine annahernde Ubersichtlichkeit der Kerne, so daB sich 
die Paarungsverhialtnisse ganzer Pollenmutterzellen (PMZ) iiberblicken 
lassen. Bei Auszaéhlungen in der Diakinese (Abb. 8, Tabelle 1) wurden 
keinerlei Anzeichen fiir Multivalentbildungen gefunden. Bei S. poly- 
adenium waren in 50 Diakinesekernen und in 10 iibersichtlichen Diplotén- 
kernen auch kein einziges Mal Univalente, und die Zahl an Ringbiva- 
lenten gegeniiber Stabbivalenten war auffallend hoch im Vergleich zu 
den anderen Arten S. vernet und S. simplicifolium. Aber auch diese 
Arten hatten eine sehr regelmaBige Bivalentbildung. Die spiateren 
Stadien (Abb. 9, Tabelle 1) waren bei den ungekreuzten Wildarten 
ebenfalls sehr regelmaBig. Bei S. simplicifolium wurde in Anaphase-I 
nur in einem Fall eine Chromatinbriicke gefunden. 


B. Veriinderungen der Chromosomenstruktur 
durch Fixierung und Préparation 


Pachytanuntersuchungen sind von vornherein dadurch erschwert, 
daB sie ohne eine Ausbreitung der Chromosomen, d.h. ohne die Ver- 
anderung der natiirlichen Lage, nur schwer méglich sind. Es gibt durch- 
aus Fixierungsmittel, mit denen sich die Struktur der Chromosomen 
besser erhalten 1é8t als mit Alkohol-Eisessig, sie hirten die Gewebe 
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Tabelle 1. Ablauf der Meiose in den 
























































Diakinese 
Paarungen je PMZ 
Art . Kreuz Pachyta& 
rt bzw. Kreuzung achytéin Anzahl Bivalente Ring oe 
pennant valente valente 
8. vernei Rae REN Ser ee ae” weet regelmaB. 
(TUB.) Bivalent- 
Paarung | 50 11,92 | 1,20 | 0,16 
Si AMMSUACOUMIN noe 6. oie) i desgl. 50 11,96 | 1,00 | 0,08 
(TUB.) ; 
SS. QOUEMN we aw sw oa 50 12,00 | 7,04 | 0,00 
(POLY AD.) Pee 
S. verneit X S. simplicifolium ... . ne 50 11,90 | 1,10 | 0,20 
(TUB. x TUB.) 
S. simplicifolium x S.verneti ... . iigee 50 11,92 | 3,56 | 0,16 
(TUB. x TUB.) ; 
S. simplicifolium x S.goniocalyx . . ee 50 “11,84 1,78 0,32 
(TUB. x TUB.) 
S. vernet x S.famatinage ...... a —_— _ —_— — 
(TUB. x TUB.) 
S. verrucosum X S.verneti ..... a 50 11,90 | 1,66 | 0,20 
(DEM. x TUB.) 
S. goniocalyx x S.chacoense .... 5 50 11,94 | 0,72 | 0,12 
(TUB. x COM.) 
S. vernet X S.toralapanum..... a — — — — 
(TUB. x MEG.) 








TUB. = Reihe der J'uberosa Ryps. POLYAD. = Reihe der Polyadenia Bux. 
DEM. = Reihe der Demissa Bux. COM. = Reihe der Commersoniana Buk. 
MEG. = Reihe der Megistacroloba Carp. et HawKEs. 
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untersuchten Arten bzw. Arthybriden 





Verteilung der 















































Chromosomen 
in Anaphase-I- Pflanz Morphologisch 
Anzahl PMZ Nr Tetradenstadium normaler Pollen 
mit : in % 
12:12 | 11:13 
—1) — 16 regelmaBige Tetradenbildung 70 
— as 17 desgl. 85 
— = 20 ~ 95 
35 0 34/813 re 60 
7/8 3 65 
7/9 ss 85 
7/10 Ss 80 
7/11 = 50 
7/8 G? i 80 
7/9G su 60 
7/10G “ 80 
7/11lG zg 90 
43/68 G ss 60 
25 0 8/13 haufiger Ausfall der meiotischen || 10—30, Riesen- 
8/12 Teilung,Kerne degenerieren teilw. | { pollen 
10/15 haufiger Ausfall der meiotischen | 0 
9/13 G Teilung, Kerne degenerieren 0 
24 1 12/16 desgl. 0 
13/17 ef 0 
13/18 He 0 
14/19 Ss vereinzelt 
14/20 ‘a 0 
— -— 32/73 regelmaBige Tetradenbildung 85 
32/74 desgl. 85 
32/76 . 85 
24 1 36/85 ” 85 
36/86 80 
36/87 e 90 
36/88 ae 80 
36/66 G a 95 
36/70 G 33 90 
24 1 27/89 “ 85 
28/64 i 80 
28/52 G ma 70 ne 
os —- 35/84 ‘ 65 
35/82 " 80 





1 Nicht ausgezahlt. 

2G = im Gewachshaus kultivierter Samling. 

3 Die Nummern derjenigen Pflanzen, bei denen der ganze Ablauf der Meiose 
untersucht wurde, sind kursiv gedruckt. 








678 Kart-Harrmut Frhbr. v. WANGENHEM: 


aber so sehr, daB diese sich nicht mehr ausreichend quetschen lassen. 
Aus diesem Grunde mu8 das Gemisch von Carnoy trotz seiner Nachteile 
bis jetzt als das fiir Quetschpraparate geeignetste angesehen werden. 
Als erschwerender Faktor kommt weiter hinzu, daB Solanum sich 
fixierungstechnisch besonders schwer bearbeiten léBt. 

Verklebungen und artifizielle Chromatinbriicken wurden bei fritheren 
und den vorliegenden Untersuchungen an Solanum nicht nur im Pachy- 
tin, sondern auch im schwer zu praparierenden Diplotin wie in allen 
anderen Stadien der Meiose und der Mitose beobachtet. Abb. 10 zeigt, 
wie Schlingen im Pachytan ,,zusammenlaufen“ und in ahnlicher, viel- 
leicht weniger auffalliger Weise, sehr leicht natiirliche Strukturen vor- 
taéuschen kénnen. Besonders empfindlich gegentiber weniger guten 
Fixierungen und Praéparationen sind im Pachytan die kleineren Chromo- 
meren auf den distalen Chromosomenarmen. Auf dem freiliegenden 
Chromosem in Abb. 11 und dem oberen Arm des Chromosoms in Abb. 12 
sind diese Chromosomenpartien auf diese Weise fast zu glatten Stringen 
verschmolzen. Die gréBeren Chromomeren beiderseits des Centromers 
waren etwas resistenter, und es entstand so das typische Bild der ,,par- 
tiell heterochromatischen‘‘ Chromosomen. 

Sehr unzuverlassig sind die Angaben iiber Chromosomenlangen. 
Abb. 13 und 14 entstammen demselben Praéparat und weisen ungefaéhr 
dasselbe Stadium auf. Die Zelle in Abb. 13 erhielt jedoch mehr Druck 
als diejenige in Abb. 14, und die Chromosomen sind deshalb in ersterer 
deutlich linger ausgezogen. Die am starksten gequetschten Zellen sind 
‘am iibersichtlichsten, und daraus folgt, da8 iibersichtliche Chromosomen 
meist in mehr oder weniger gestreckter Form vorliegen. In Abb. 12 ist 
der obere Chromosomenarm erheblich gestreckt worden, ebenso die 
Chromosomen in Abb. 11 und 15. Es wurde beobachtet, daB Pachytian- 
chromosomen sich wie Gummibander bis auf mehr als die Lange von 
drei hintereinander liegenden normal gequetschten Kernen ausziehen 
lieBen. Auch bei geringerer Streckung scheinen an einzelnen Stellen 
der Pachytaénchromosomen Strukturverinderungen aufzutreten, wobei 
die besondere Lage der Chromosomen oder eine besondere Empfind- 
lichkeit: gerade dieser Stellen ein Rolle spielen kann (Abb. 18, s. Pfeile). 


C. Diploide Bastarde 
I. Pachytén 
Die Paarungsverhialtnisse im Pachytién schienen bei allen unter- 
suchten Bastarden praktisch gleich zu sein. Aus diesem Grunde soll das 
Pachytién gemeinsam fiir alle besprochen werden. 
In iibersichtlicheren Kernen (Abb. 13, 14) war bereits zu erkennen, 
daB die Paarung stérungsfrei vor sich ging. Es lieBen sich jedoch keine 
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Abb. 10—15. Beispiele fiir artifizielle Verinderungen der Chromosomenstruktur im 
Pachytén. Abb. 10: S.polyadenium. Schlingenbildungen kénnen zusammenflieBen. 
Abb. 11: S. vernei x S. simplicifolium. Die kleineren Chromomeren auf den stark ge- 
streckten distalen Chromosomenarmen sind zerstért. Abb. 12: S. verrucosum x S. vernei. 
Der obere Arm des Bivalents ist gestreckt und die kleineren Chromomeren sind zerstért. 
Abb. 13 und 14: S. vernei x S. simplicifolium. Die Pollenmutterzelle in Abb. 13 ist 
starker gepreBt worden, und dic Chromosomen sind daher deutlich mehr gestreckt als in 
Abb. 14. Abb. 15: S. vernei x S. simplicifolium. Gestrecktes Bivalent. 
Abb. 16: S. verrucosum x S. vernei, friihes Pachytén. Auch die distalen Arme der noch 
locker gepaarten Chromosomen lassen Chromomeren erkennen. Rechts blieb ein terminaler 
Abschnitt ungepaart. Abb. 10—16 1400 x vergr. 


Kerne finden, in denen alle Bivalente gleichzeitig in ihrer vollen Linge 
einwandfrei zu verfolgen waren. Dieses ist in der groBen Lange und der 
Zahl der Chromosomen begriindet, durch welche zwangslaiufig immer 
einige Chromosomen aufeinandergequetscht sein muBten und daher 
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uniibersichtlich wurden. Um trotzdem eine genaue Aussage iiber die 
Paarungsverhaltnisse machen zu kénnen, wurden von je einem Bastard 
aus jeder Kreuzung 400—500 Bivalente, die sich ganz oder mindestens 
bis auf einen terminalen euchromatischen Teil eines Armes ganz iiber- 
sehen lieBen, auf ihre Paarung hin untersucht. Auf diese Weise konnte 
erwartet werden, daB jedes Bivalent mehrere Male erfaBt wurde, und 
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Abb. 17—19. Abb. 17 u. 18. S. simplicifolium x . 
S. goniocalyx, Pachytin, 3500 x vergr. Auch im 
euchromatischen Teil der Chromosomen stimmten iu 


die Chromosomenpartner im allgemeinen ziemlich 

genau tiberein. Abb. 18. Das Bivalent wurde an 

zwei Stellen vermutlich durch die bei der Pra- wt 

paration unvermeidliche Streckung beschiadigt. 

Abb. 19. S. vernei x S. simplicifolium, 3500 x 

vergr. Noch locker gepaartes Bivalent, das eine 
Chromosom scheint ein Chromomer mehr zu 18 

besitzen als das andere (Pfeil) 





es hatten sich chromosomale Differenzen durch Paarungsausfall, 
Schlingenbildung usw. bemerkbar machen miissen. Derartige Paarungs- 
stérungen sind jedoch in keinem Fall gefunden worden. Nur einmal 
trat eine Erscheinung auf, die als Paarungsausfall angesehen werden 
kénnte (Abb. 16 rechts). Es kann sich hier jedoch nicht um einen Paa- 
rungsausfall auf Grund von ausgepragten artspezifischen Inhomologien 
handeln, da das Stadium sehr friih ist (die Paarung der Gemini im 
iibrigen Kern ist noch relativ locker, und die Auspragung der hetero- 
chromatischen Zonen ist noch nicht sehr fortgeschritten) und eine der- 
artige Erscheinung unter 450 Bivalenten in fortgeschritteneren Pachy- 
tanstadien aus derselben Kreuzung (8S. verrucosum x S. vernei) nicht 
wieder gefunden wurde. Die Paarungen waren im Gegenteil auffallend 
regelmaBig, und grdéBere Strukturelemente wurden von den Partnern 
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stets gemeinsam getragen (s. auch Abb. 11—15). Auch die kleineren 
Chromomeren in den distalen Chromosomenarmen schienen im all- 
gemeinen paarweise nebeneinander zu liegen (Abb. 16—18). In einigen 
Fallen schienen jedoch einzelne Chromomeren unterschiedlich gro8B zu 
sein, oder ein Chromomer schien ganz auf dem Partnerchromosom zu 
fehlen. Die Aussage dariiber, ob es sich hierbei um tatsichliche, sehr 
geringe Strukturdifferenzen handelt, stieB auf die gleichen Schwierig- 
keiten wie bei den ungekreuzten Arten. Nur einmal konnte dieses bei 
einem Bivalent genauer verfolgt werden, das noch nicht sehr eng ge- 
paart war, und bei dem der eine Partner anscheinend ein Chromomer 
mehr besaB als der andere (Abb. 19). Diese Differenzen sind allerdings 
sehr geringfiigig, da es sich jeweils nur um nicht mehr als ein Chro- 
momer gleichzeitig zu handeln scheint (mehrere waren aufgefallen). 
Es ist zudem noch nicht erwiesen, daB es sich. bei ihnen um artspezifische 
Strukturdifferenzen handelt, da hierzu erst der Nachweis erbracht 
werden miiBte, daB die Strukturdifferenzen bei Bastarden mit verschie- 
denen Eltern aus derselben Kreuzung konstant an derselben Stelle 
auftreten. 
II. Die spateren meiotischen Stadien 
In den Bastarden aus der Kreuzung S. vernei x S. simplicifolium 


war die Meiose sehr regelmaiBig (Abb. 20), und es lieB® sich in der 
gekreuzten Arten nur eine 20 
geringe, statistisch nicht sig- ~ 
figkeit von Univalenten beob- a 4, 3 
achten. Die Verteilung der ¥. - ; 
: Af es 

se-I war sehr regelmaBig 12:12. \ 4 
Das Tetradenstadium war fast 
starden 7/9 und 7/11 fand sich eo G 
unter je 200 Tetraden eine : 
3 Teilung ausgefallen war m&Bige Bivalentpaarung in der Diakinese 
und sich ,,Dyaden“ gebildet 
sehr gut (s. Tabelle 1; Abb. 21). 

In der reziproken Kreuzung S. simplicifolium x S. vernei fiel von 
wenig Pollen bildeten. Bei der mikroskopischen Untersuchung dieses 
Pollens wurde eine groBe Zahl erheblich vergréBerter Pollenkérner 


Diakinese gegeniiber den un- 

nifikante Erhéhung der Hau- 

Chromosomen in der Anapha- 

‘ ~ a* : g 

stérungsfrei, nur bei den Ba- ei , 
Pollenmutterzelle, bei der die 444, 90. g. vernei_ x S. simplicifolium. Regel- 
hatten. Der Pollen war bei den meisten Bastarden dieser Kreuzung 
vornherein auf, daB zwei Bastarde gar keinen und zwei Bastarde nur 
gefunden, wahrend von vielen Pollenkérnern nur degenerierte Reste 
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sichtbar waren (Abb. 22). In der Diakinese wiesen diese Bastarde jedoch 
weniger Paarungsstérungen auf als diejenigen der reziproken Kreuzung, 
der Anteil an Ringbivalenten war ebenfalls héher, und die Verteilung 
der Chromosomen in der Anaphase-I verlief genauso glatt (Tabelle 1). 





Abb. 21 u. 22. Abb. 21 zeigt den regelm&Big gebauten Pollen des Bastards S.vernei x 
S. simplicifolium. Abb. 22 einige typisch degenerierte und tibergroBe Pollenkérner des 
reziproken Bastards 


Dieses zeigt, daB die mangelhafte Pollenfertilitat keinesfalls durch 
mangelnde Paarungsfahigkeit hervorgerufen wird. Besonders in der 
Anaphase-II fiel dann aber auf, daB der Spindelmechanismus oft nicht 
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Abb. 23 u. 24. Anaphase-II und Telophase-II aus S. simplicifolium x S. vernei. Der 
Spindelmechanismus hat nach der zweiten meiotischen Teilung ausgesetzt, und je 
24 Chromosomen werden in einem Kern vereinigt 


wirksam war und die Chromosomenhilften iri einer Platte zusammen- 
blieben (Abb. 23 und 24). Im Tetradenstadium bildeten sich aus den 
Pollenmutterzellen nur zwei Pollenkérner (,,Dyaden‘‘), die folglich die - 
doppelte (unreduzierte) Chromosomenzahl enthielten (Abb. 25). Der 
Spindelmechanismus setzte manchmal schon bei der ersten meiotischen 
Teilung aus, so da sich aus einer Pollenmutterzelle nur ein Pollenkorn 
(,,.Monade“) bildete. Daneben fanden sich auch normale Tetraden. Bei 
den Bastarden 10/15 und 9/13 G, die gar keinen reifen Pollen hervor- 
brachten, starben die Kerne nach den friiher oder spater unterbundenen 
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meiotischen Teilungen regelmaBig ab, wie bei den Bastarden aus der 
Kreuzung S. simplicifolium x S. goniocalyx ganz allgemein gefunden 
wurde (Abb. 27). Auch bei den Bastarden 8/12 und 8/13, die teilweise 
normale reife Pollenkérner und ,,Riesenpollen“ bildeten, starben die 
Kerne haufig ab. Hieraus erklirt sich, da&B beim Ausstiuben der An- 
theren nur wenig Pollen erschien. 


Offenbar hatten bei diesen Bastarden jedoch AuBeneinfliisse eine 
groBe Bedeutung fiir den Ablauf der Meiose und die Ausbildung des 
Pollens. Der Anteil an gut ausgebildeten Pollenkérnern in Proben, die 
an unterschiedlichen Tagen genommen wurden, schwankte bei ihnen 
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Abb. 25. S.simplicifolium x S. vernei. Im Tetradenstadium entstehen an Stelle von 
Tetraden Dyaden und folglich unreduzierte Pollenkérner 


zwischen 10 und 30%. Ebenso schwankten die Auszaéhlungen im Te- 
tradenstadium. Ein Extrem stellte eine Fixierung dar, bei der im 
Tetradenstadium 5% der Pollenmutterzellen Monaden, 95% Dyaden 
(Abb. 25) und 0% Tetraden bildeten, wahrend bei einer anderen 
Fixierung von demselben Bastard (8/13), die an einem anderen Tag 
genommen wurde, nur 0,5% der Pollenmutterzellen Monaden, 15% 
Dyaden, aber 84% Tetraden gebildet hatten. Messungen an den reifen 
Pollenkérnern ergaben, da gegeniiber dem normalen Pollen aus der 
Kreuzung S. vernet x 8S. simplicifoliwm (14—19 «) bei dem Pollen aus 
der reziproken Kreuzung (13—31 4) erhebliche Schwankungen auf- 
traten (s. Abb. 26). 


In der Kreuzung S. simplicifolium x S. goniocalyx waren alle Ba- 
starde, bis auf den Bastard 14/19, der einmal vereinzelte, halbowegs normal 
erscheinende Pollenkérner hervorbrachte, steril. Auch hier sind die 
Diakinesepaarungen noch als' relativ regelmaBig zu bezeichnen. Die 
hdhere Hiaufigkeit an Univalenten war im Vergleich mit S. simplici- 
folium nicht signifikant (P> 10%, y? = 2,52, FG = 1), obwohl es sich 
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bei dieser Kreuzung um die héchste gefundene Haufigkeit an Uni- 
valenten handelt (s. Tabelle 1). Meist lief auch die Anaphase-I regel- 
maBig ab, sofern dieses Stadium noch erreicht wurde, und es wurde 
unter 25 derartigen Pollenmutterzellen nur eine gefunden, bei der ein 
Chromosom falsch verteilt war. Spéter degenerierten die Kerne (Abb. 27), 
die Pollenmutterzellen wurden nicht durchgeschniirt, und die Kerne 
lieBen sich noch lange als dunkel gefarbte Zusammenballungen erkennen. 
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Abb. 26. Verteilung der Pollenkorn-GréB8en bei den reziproken Bastarden aus S. vernei 
und S. simplicifolium. (Es wurden 200 normal angefirbte Pollenkérner gemessen). S. vernei X 
S. simplicifolium (normal) x x; S. simplicifolium x S. vernei 8/13 X ——-— x; 
S.simplicifolium x S. vernei 8/12 X------- x 





Es entstanden auch nichtdurchschniirte Pollenmutterzellen, die nur 
einen degenerierten Kern enthielten. Die Degeneration konnte demnach 
auch schon vor oder wahrend der ersten meiotischen Teilung einsetzen. 
Die Antheren hatten zur Zeit der Reife die normale Linge, sie waren 
jedoch sehr diinn. 

Aus der Kreuzung S. vernei x S. famatinae war nicht genug Ma- 
terial vorhanden, um auch hier die Diakinese und die Anaphase-I zu 
beobachten. Aus der ungestérten Pachytinpaarung, der regelmaBigen 
Tetradenbildung und dem ausgezeichneten Pollenbild lieB sich jedoch 
erkennen, daB hier keinerlei wesentliche Stérungen vorliegen. 

Obwohl die Kreuzungen S. verrucosum x S. vernei, S. goniocalyx x 
S. chacoense und S. vernei x S.toralapanum Inter-Series-Kreuzungen 
darstellen und man auf Grund der entfernteren systematischen Ver- 
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wandtschaft gerade hier Stdrungen erwarten wiirde, traten diese nicht 
auf. Das Pollenbild war im Gegenteil bei den Bastarden erstaunlich 
gut, und in den ersten beiden Kreuzungen konnte festgestellt werden, 
daB die Bivalentpaarungen in der Diakinese nur unwesentlich gestért 
waren. In Anaphase-I wurde unter 25 Pollenmutterzellen jeweils nur 
eine gefunden, bei der ein Chromosom falsch verteilt war. Bei der letzten 


27 Toe 


Abb. 27. Nach der Interkinese“abgestorbene Kerne aus der Kreuzung S. simplicifolium x 
S. goniocalyx 


Kreuzung lieBen sich diese Stadien aus Mangel an Material nicht beob- 
achten. Aus den regelmaBigen Vorgingen im Pachytan und im Tetraden- 
stadium sowie aus dem Pollenbild lieB sich jedoch entnehmen, da8 hier 
keine nennenswerten Stérungen vorliegen kénnen. 


Besprechung der Ergebnisse 
A. Die Struktur der Pachytinchromosomen 


Mit der Feststellung der vorliegenden Arbeit, daB es sich bei den 
auch im euchromatischen Teil vorhandenen Strukturen nicht um Arte- 
fakte handeln kann, die durch Torsion der beiden Chromosomen um- 
einander entstanden sind, ergibt sich die Frage nach ihrer Entstehung. 
Auch LinneErRT (1955a) fand bei Salvia im euchromatischen Teil der 
Chromosomen Strukturen, die die Autorin als fein verteiltes Hetero- 
chromatin auffaBt. Hiermit kommt bereits zum Ausdruck, daB die 
feineren Strukturen im euchromatischen Teil qualitativ dieselben sind 
wie die kompakteren im heterochromatischen. Diese Anschauung deckt 
sich mit den Befunden anderer Autoren (Lima-DE-F arta) und der vor- 
liegenden Arbeit, in der die Bezeichnung Chromomeren gebraucht wird. 
Uber die Art ihrer Entstehung 1é8t sich auf Grund ihrer meist geringen 
GréBe im Lichtmikroskop nur schwer eine Aussage machen. Wie sich 
jedoch auch aus den vorliegenden Untersuchungen entnehmen 1aBt, 
diirfte es sich bei innen um Bildungszentren handeln, an denen die Struk- 
tur des Metaphasechromosoms vorbereitet wird. 

Der Vergleich von unterschiedlichen Fixierungen zeigte, da vor 
allem die kleineren Chromomeren im euchromatischen Teil nur bei guten 
Fixierungen sichtbar sind. Bereits HEILBoRN (1939) bemerkte, daB die 
kleineren Chromomeren durch die ,,klassischen‘‘ Methoden der Fixierung 
und Préparation zerstért wiirden, wahrend die Gestalt der gréBeren 
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teilweise erhalten bliebe. Die Notwendigkeit des Quetschens bei Pachy- 
taénuntersuchungen zwingt jedoch leider dazu, das ,,klassische‘‘, aber 
weniger hartende Carnoy-Gemisch noch heute zu benutzen, und Korrek- 
turen sind bisher nur bei der Art und Weise des Fixierens, der Lage- 
rungstemperatur, der Erhitzung bei den weiteren Manipulationen usw. 
anzubringen. 

Artifizielle Verinderungen der natiirlichen Pachytanstruktur durch 
Verschmelzung, Verklebung und die nur schwer zu vermeidende Strek- 
kung (s. S. 678) erschweren die Moglichkeit einer Pachytananalyse bei 
Solanum sehr. LINNERT (1955a) bemerkte bei Salvia, ebenfalls eine ge- 
wisse Variation der Chromosomenstrukturen. Ein nicht zu unter- 
schaétzendes Hindernis fiir die Pachytinanalyse bei Solanum ist darin 
zu sehen, daB sich die Chromosomen durch die regelmaBige Anordnung 
gr6Berer Chromomeren in der Mitte und kleinerer an den Chromosomen- 
enden bei besseren Fixierungen bzw. Praéparationen nur wenig vonein- 
ander unterscheiden. Im Verlauf des Pachytians findet noch dazu eine 
natiirliche Kontraktion statt, die mit einer VergréBerung der Chromo- 
meren und damit mit einer Zunahme des Heterochromatins einhergeht. 
Der Grad des Heterochromatingehaltes la8t sich deshalb zwischen ver- 
schiedenen Arten im Pachytén nur sehr schwer vergleichen. 


B. Differenzierung der Genome 


Die Herstellung von Bastarden erleichterte den Vergleich der Arten. 
Bei den Kreuzungen innerhalb der T'uberosa Rypsa. (S. vernei x S. 
simplicifolium und reziprok, S. simplicifolium x S. goniocalyx, S. ver- 
nei X S. famatinae) sind eindeutig distinkte Arten beteiligt. Die Inter- 
Series-Kreuzungen setzen sich jeweils aus einem Vertreter der T'uberosa 
und einem Vertreter der Commersoniana Bux. (S. goniocalyx x S. cha- 
coense), der Demissa Bux. (8S. verrucosum x S. vernei) und der Me- 
gistacroloba CaRD. et Hawkes (S. vernet x 8S. toralapanum) zusammen. 
Ks ist erstaunlich, daf sich im Pachytaén zwischen diesen so sehr ver- 
schiedenen Arten keinerlei Paarungsstérungen auffinden lieBen und 
es nur wenige Hinweise fiir sehr geringe eventuell mégliche Struktur- 
verschiedenheiten gab. Lima-pE-Faria (1952) fand im Pachytaén von 
Roggen, d. h. innerhalb einer allerdings fremdbefruchtenden Art, neben 
einzelnen gréBeren Strukturdifferenzen stets bei allen Chromosomen- 
paaren Stellen, an denen die Chromomeren ungleich groB erschienen oder 
ein Chromomer ganz fehlte. Man darf deshalb sagen, da zwischen den 
Genomen der diploiden Arten, die den Reihen der T'uberosa, Demissa, 
Commersoniana und Megistacroloba angehéren, keine wesentliche struk- 
turell-genomatische Differenzierung stattgefunden hat und die Chromo- 
somen praktisch gleich gebaut sind. 
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Dieses Ergebnis ist in Ubereinstimmung mit den Ansichten von Pro- 
PACH (1940) und von Howarp und SwAMINATHAN (1952, SWAMINATHAN 
und Howarp 1953), die vermuteten, daB bei diesen Arten nur eine Art- 
entwicklung auf faktorieller Basis vor sich gegangen ware bzw. zwischen 
den Genomen nur kryptische Strukturdifferenzen (STEBBINS 1947) be- 
stehen (s. S. 671). Ahnliche Verhdltnisse, wenn auch nicht ganz so aus- 
gepragt, scheinen im Pachytén von Gossypium-Arten vorzuliegen 
(BROWN unveroffentlicht nach MENzEL 1955). Auch physiologisch haben 
sich die Solanum-Arten nicht weit voneinander eniwickelt, denn sie 
lassen sich oft auffallend leicht miteinander kreuzen, und es handelt 
sich bei Kreuzungsbarrieren meist nur um quantitative Ursachen 
(v. WANGENHEIM 1957). 

Die groBe Ubereinstimmung der Genome steht jedoch im diametralen 
Gegensatz zu den Ergebnissen von GoTrscHaLK (1954a und b) und 
GorTTscHALK und PrrTerRs (1955, 1956) an diploiden Arten (ausge- 
nommen S. polyadenium1). Diese Feststellung soll an dieser Stelle nicht 
weiter diskutiert und zusammen mit friiheren theoretischen Unter- 
suchungen (Vv. WANGENHEIM, FRANDSEN und Ross 1957) vorgelegt 
werden. 


C. Basiszahl bei Solanum-Arten 

Bei S. vernei, S. simplicifolium und S. polyadenium wurden in der 
Diakinese in keinem Fall héhere Konfigurationen als Bivalente gefun- 
den. Bei S. polyadenium konnte dieses bis in das Diplotan hinein ver- 
folgt werden. Weder im Pachytin noch in anderen Stadien konnte 
Sekundiarpaarung wahrscheinlich gemacht werden. Der Autor zweifelt 
im Gegenteil daran, daB bei dem vorliegenden Material eine rein raum- 
liche Annaéherung auf Grund noch schwach vorhandener Homologien 
(= Sekundaérpaarung) an Hand von Quetschpraparaten mit Sicherheit 
nachgewiesen werden kann, da die natiirliche Lage in starkem MaBe ver- 
andert wird. 

Diese Ergebnisse stehen ebenfalls im Gegensatz zu den Ergebnissen 
der Autoren GoTTscHALK und Prrsrs (1955, 1956, GoTTscoHALK 1954b) 
und auch GiLEs (1956), die bei diesen Arten Multivalente und Sekun- 
dirpaarung gefunden zu haben glaubten und darin einen deutlichen 
Hinweis fiir die urspriingliche Basiszahl z= 6 bzw. niedriger als 12 
sahen. 

D. Reziproke Differenzen 

Im Gegensatz zu den anderen Kreuzungen waren die Bastarde aus 
den Kreuzungen S. simplicifolium x S. goniocalyz und S. simplicifolium 

1 Polyadenia wurden in der vorliegenden Arbeit nicht in Form von Bastarden 
mit den anderen Arten untersucht. 
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x SS. vernei steril bzw. in ihrer Fertilitaét herabgesetzt. Die Ursache kann 
nicht auf einer mangelnden Homologie der Chromosomen beruhen, da 
die Paarungen normal abliefen. Die Bastarde aus der Kreuzung S. vernei 
x 8S. simplicifoliwm waren sehr fertil, deshalb diirfte die Ursache in 
einem miitterlichen Einflu8 zu suchen sein, der von S. simplicifolium 
ausgeht und vermutlich plasmatisch bedingt ist. Ein aéhnlicher Fall von 
Sterilitat, die durch miitterlichen EinfluB hervorgerufen wurde, ist von 
Lamm (1941) beschrieben worden. Die Sterilitat dieser Bastarde (8S. 
tuberosum x 8S. curtilobum) ging allerdings mit einem erheblichen Paa- 
rungsausfall einher. Plasmatische Differenzen konnte Lamm (1953) 
zwischen S.tuberosum und S.acaule nachweisen. Koopmans (1954) 
machte dasselbe fiir S. phureja (= S.rybinit) und S. chacoense wahr- 
scheinlich. 

Bemerkenswert ist der haéufige Ausfall der zweiten meiotischen Tei- 
lung in den Pollenmutterzellen der Bastarde aus der Kreuzung S. sim- 
plicifolium x S.vernet, durch den die Reduktionsteilung riickgangig 
gemacht wird und es zur Bildung von vergréBerten Pollenkérnern 
kommt.: Auf diese Weise diirften die ,,unreduzierten Gameten‘’ und 
damit die Bastarde mit einer erhéhten Chromosomenzahl entstehen, die 
bereits von OPPENHEIMER (1933), PRopacH (1938) u.a. beobachtet 
wurden und in Kreuzungen zwischen diploiden und polyploiden Formen 
oder zwischen Formen mit unterschiedlicher Wirksamkeit der Genome 
gesetzmaBig auftreten (Vv. WANGENHEIM 1957). 


Zusammenfassung 


Bei der cytologischen Untersuchung von Solanuwm-Arten werden sehr 
leicht artifizielle Veranderungen der Chromosomenstruktur hervor- 
gerufen. 

Mit Hilfe einer verbesserten Fixierungs- und Farbetechnik wurde 
der Ablauf der Meiose bei diploiden Solanum-Arten und -Bastarden aus 
Kreuzungen innerhalb der T'uberosa und zwischen den Series T'uberosa, 
Demissa, Commersoniana und Megistacroloba untersucht. 

Im Pachytin der Bastarde lieBen sich trotz relativ weit entfernter 
systematischer Stellung keine Paarungsstérungen und nur wenige Hin- 
weise fiir die Méglichkeit sehr geringer struktureller Differenzen auf- 
finden, fiir die allerdings nicht nachgewiesen wurde, daB sie artspezifisch 
bedingt sind. Die Evolution der diploiden Arten dieser Series ist dem- 
nach im wesentlichen nicht den Weg einer strukturell-genomatischen 
Differenzierung gegangen. 

Die Paarungen in der Diakinese und die Verteilung der Chromosomen 
in Anaphase-T waren ebenfalls sehr regelmaéBig. Auftretende Sterilitat 
bei Kreuzungen mit 8S. simplicifolium als Mutter beruhte nicht auf 
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mangelnder Homologie der Chromosomen. Reziproke Unterschiede 
zeigten dagegen, da ein miitterlicher Einflu8 besteht, der vermutlich 
plasmatisch bedingt ist. Der hierbei stattfindende Ausfall der Spindel- 
wirkung in Anaphase-I und -II und die Entstehung von iibergroBen 
Pollenkérnern zeigte die Entstehungsweise von unreduzierten Gameten. 
Diese Erscheinung war sehr variabel infolge von AuBeneinfliissen. 
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